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Abstrakt 
 
Vnitřní obranný systém plžů se skládá ze dvou složek, humorální a buněčné. Humorální 
složka sestává z celé řady faktorů, z nichž nejdůležitější jsou lektiny. Buněčná složka je 
reprezentována čtyřmi typy buněk, ale pouze hemocyty jsou volně cirkulující buňky. 
Nejen proto jsou nejdůležitější součástí celého vnitřního obranného systému plžů. 
V předložené práci jsou charakterizovány hemocyty ze zdravých plžů i plžů 
infikovaných ptačími schistosomami, a to jak v kompatibilní, tak i v nekompatibilní 
dvojici. Histologicky (světelná mikroskopie a TEM) bylo prokázáno, že i v kompatibilní 
dvojici parazit-mezihostitel dochází po určitou dobu k obklopení larvy parazita 
hemocyty plže. I když fluorescenční sondy (značené lektiny) neukázaly rozdíly 
v povrchové glykosylaci hemocytů zdravých a infikovaných plžů, byly některé další 
aktivity hemocytů infekcí ovlivněny. Úroveň fagocytózy byla snížena u hemocytů 
z infikovaných plžů (patentní perioda nákazy) asi na poloviční hodnotu oproti aktivitě 
hemocytů ze zdravých plžů. Pomocí průtokové cytometrie byly identifikovány tři 
subpopulace hemocytů reprezentující pravděpodobně různá vývojová stadia hemocytů, 
přičemž bylo prokázáno, že zastoupení jednotlivých subpopulací v hemolymfě zdravých 
a infikovaných plžů (patentní perioda nákazy) je odlišné. 
 
The internal defence system (IDS) of snails comprises two limbs, humoral and cellular. 
Humoral limb involves many different factors including lectins as the most important 
one. Cellular limb is represented by four different types of cells; hemocytes are the only 
circulating cells. They represent crucial part of IDS of snails. In this study, activity of 
hemocytes from susceptible and resistant snails, either noninfected or infected by bird 
schistosomes, was characterized. Light microscopy and TEM showed capability of 
hemocytes from susceptible snail to surround (but not destroy) the parasite larvae 
(sporocysts). Although fluorescent probes (FITC-labeled lectins) did not prove 
differences in surface glycosylation of hemocytes from noninfected and infected snails, 
some other hemocyte activities were influenced by the infection. The phagocytic 
activity of hemocytes from infected snails (patent period of infection) decreased to  
approx. 50%, if compared with the hemocytes from noninfected snails. Flow cytometry 
analysis identified three subpopulations of hemocytes in the hemolymph of snails; these 
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subpopulations probably represent three successive developmental stages of hemocytes. 
It has been shown that proportion of particular subpopulations differs in the hemolymph 
of noninfected vs. infected snails. 
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1. Úvod 
 
Schistosomy jsou paraziti významní pro humánní i veterinární medicínu. Způsobují 
závažná onemocnění, která mohou vést až ke smrti infikovaného organismu. Obecně 
jsou považovány za nejpatogennější skupinu motolic. Podle jejich definitivního 
hostitele můžeme schistosomy rozdělit na savčí a ptačí. Mezi savčí schistosomy patří i 
významní paraziti člověka (např. Schistosoma haematobium, S. mansoni, S. japonicum), 
jimiž je infikováno asi 200 milionů lidí v 74 zemích světa (Afrika, Asie, Latinská 
Amerika). Podle některých zdrojů až 200 tisíc lidí ročně zemře v důsledku 
schistosomózy. V důsledku toho řadí Světová zdravotnická organizace schistosomózy 
mezi 10 nejsledovanějších infekčních onemocnění na světě. V České republice se 
můžeme setkat pouze s ptačími druhy schistosom, a to zejména rodu Trichobilharzia. 
Larvy jeho zástupců jsou také nejčastějším původcem tzv. cerkáriové dermatitidy u lidí, 
alergické kožní reakce vyskytující se v místě průniku larvy do těla (Kolářová a kol. 
1997; Horák a kol. 1999; Horák a kol 2002).  
        Část životního cyklu schistosom probíhá obligátně v mezihostitelských plžích. 
Umožnění vzájemné koexistence těchto dvou organismů vyžaduje adaptace obou 
účastníků. Pokud tomu tak není, jedná se o nekompatibilní dvojici, ve které parazit 
nenachází v mezihostitelském plži fyziologicky vhodné prostředí pro svůj vývoj a je 
eliminován vnitřním obranným systémem plže. U kompatibilní dvojice je parazit ve 
svém specifickém mezihostiteli schopen dokončit životní cyklus včetně reprodukce. 
Kompatibilita je velmi složitým fenoménem, na který mají vliv nejrůznější faktory a 
mechanismy. Může vést až k extrémním případům hostitelské specifity omezené na 
jediný rod či druh a v rámci jednoho druhu můžeme dokonce nalézt jedince s různou 
vnímavostí ke stejnému parazitovi. Snaha alespoň částečně přispět k objasnění 
fenoménu kompatibility byla důvodem ke vzniku této diplomové práce. 
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2. Cíle diplomové práce 
 
Cílem diplomové práce je prostudovat buněčnou obrannou reakci vybraných plžů čeledi 
Lymnaeidae proti larvám ptačích schistosom T. regenti a T. szidati, a to v kompatibilní i 
nekompatibilní variantě infekce. Druhým cílem této práce je srovnání hemocytů ze 
zdravých plžů R. lagotis s hemocyty z plžů stejného druhu infikovaných schistosomou. 
T. regenti (patentní perioda nákazy) v několika různých hlediscích. 
 
1. Histologické hodnocení buněčné obranné reakce plžů čeledi Lymnaeidae při 
nákaze kompatibilními i nekompatibilními druhy ptačích schistosom rodu 
Trichobilharzia. 
- vyhodnocení pomocí světelné mikroskopie 
- vyhodnocení pomocí transmisní elektronové mikroskopie 
2. Srovnání fagocytární aktivity hemocytů z hemolymfy zdravých plžů R. lagotis 
s hemocyty plžů téhož druhu infikovaných schistosomou T. regenti. 
3. Charakterizace sacharidů na povrchu hemocytů ze zdravých plžů R. lagotis 
fluorescenčně značenými lektiny a jejich srovnání s výsledky získanými 
charakterizováním povrchu hemocytů z plžů R. lagotis infikovanými 
schistosomou T. regenti. 
4. Analýza buněčné populace hemocytů pomocí průtokového cytometru. Srovnání 
rozdílů v populacích hemocytů ze zdravých plžů R. lagotis s populacemi 
hemocytů z plžů R. lagotis infikovanými schistosomou T. regenti. 
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3. Literární přehled 
 
3.1 Charakteristika čeledi Schistosomatidae 
 
Zástupci čeledi Schistosomatidae jsou motolice řazené do skupiny Digenea 
(Platyhelminthes; Trematoda). Jedná se bez výjimky o parazitické organismy, jejichž 
definitivními hostiteli jsou obratlovci (ptáci a savci) včetně člověka. V důsledku 
takového způsobu života došlo během evoluce ke značným přizpůsobením těchto 
organismů, např. z hlediska morfologie, fyziologie a ekologie. 
 
3.1.1 Vývojová stadia 
 
Vejce: 
        Vejce (Obrázek 1) jsou oválného, vřetenovitého tvaru bez víčka (operkulum), 
ektolecitálního typu. U některých druhů jsou opatřena trnem. Vejce jsou uvolňována 
samicí do okolní tkáně, odkud se v případě viscerálních druhů dostávají do vnějšího 
prostředí společně s trusem či močí. U lidských schistosom zůstává značná část vajec 
deponována ve tkáni a vytváří se kolem nich zánětlivá reakce (granulom), což činí 
z vajec hlavní patogenní agens celé infekce schistosomami. Pokud se vejce ve vnějším 
prostředí dostanou do vody, líhnou se z nich larvy (miracidia) prasknutím stěny vajíčka. 
U některých nazálních druhů (např. T. regenti) jsou vejce uvolňována do nosní sliznice, 
ve které se přímo líhnou larvy, které po kontaktu s vodou hostitele opouští (Horák a kol. 
1998a). 
 
Obrázek 1: Vejce Trichobilharzia franki; měřítko = 30 µm. Převzato z Kock (2000). 
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Miracidium: 
        Miracidium (Obrázek 2) je první larvální stadium hruškovitého tvaru vyskytující se 
ve vodním prostředí. Pro zajištění pohybu ve vodě má miracidium na svém povrchu 
epidermální ciliární destičky ve čtyřech řadách, které jsou od sebe odděleny 
mezibuněčnými valy. V přední části jeho těla se nachází tzv. terebratorium. Tato 
zatažitelná struktura je místem vyústění apikální a dvou laterálních žláz a slouží jako 
penetrační aparát pro průnik do těla mezihostitele. V zadní části těla jsou lokalizované 
zárodečné buňky, které svým dělením a diferenciací dávají vzniknout dalším 
vývojovým stadiím. Dále miracidium obsahuje nervová ganglia a plaménkové buňky. 
Miracidium nepřijímá potravu, a má proto velmi limitovanou životnost i infekce 
schopnost. 
 
Obrázek 2: Miracidium T. regenti. Morfologie (vlevo) a uspořádání ciliárních 
destiček (vpravo); měřítko = 25 µm. Převzato z Horák a kol. (2002). 
 
Mateřská sporocysta: 
        Mateřská sporocysta vzniká transformací z miracidia ve tkáni mezihostitelského 
plže, kde se nachází v hlavonožní části v blízkosti místa penetrace miracidia. Jedná se o 
protáhlý vakovitý útvar bez ústního ústrojí. Živiny přijímá celým povrchem těla. Uvnitř 
se ze zárodečných buněk vyvíjí dceřiné sporocysty, které jsou po dozrání uvolňovány 
do okolní tkáně. 
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Dceřiná sporocysta: 
        Dceřiná sporocysta má protáhlý tvar. Migruje v těle mezihostitele do 
hepatopankreatu, kde se v ní ze zárodečných buněk vyvíjí další larvální stadia 
(cerkárie). 
 
Cerkárie: 
        Druhým volně se pohybujícím larválním stadiem jsou cerkárie (Obrázek 3). Jejich 
tělo je zakončeno rozeklaným ocáskem (furkocerkárie). Na povrchu cerkárie je patrná 
přísavka (acetabulum) a u některých druhů pigmentové oční skvrny. Velkou část těla 
cerkárie vyplňují páry preacetabulárních a postacetabulárních žláz, které ústní na povrch 
těla v jeho přední části. Obsah žláz se liší a slouží k průniku do těla definitivního 
hostitele. Toto stadium, stejně jako miracidium, nepřijímá potravu, energii pro pohyb a 
průnik do hostitele získává ze zásob glykogenu. 
 
Obrázek 3: Cerkárie T. regenti. Morfologie (vlevo) a exkreční systém 
s plaménkovými buňkami (vpravo). F – plaménková buňka, CP – svazek cilií, měřítko 
= 100 µm. Převzato z Horák a kol. (2002). 
 
Schistosomulum: 
        Cerkárie pronikající do těla definitivního hostitele odhazuje ocásek a ve tkáni 
hostitele se přeměňuje na schistosomulum. To migruje do místa definitivní lokalizace 
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v hostiteli. Cesta migrace i konečná lokalizace je závislá na druhu parazita. U 
viscerálních druhů dochází k migraci krevním řečištěm do cév v okolí střeva (např. S. 
mansoni, T. szidati) nebo močového měchýře (S. haematobium), u nazálního druhu T. 
regenti jde cesta migrace z kůže přes periferní nervy, míchu a mozek do nazální sliznice 
hostitele (Blažová a Horák 2005). 
 
Dospělci: 
Na rozdíl od většiny ostatních zástupců digenetických motolic mají dospělci schistosom 
protáhlé štíhlé tělo oválného průřezu (Obrázek 4). Jejich tělní povrch je utvářen 
charakteristickým způsobem ve strukturu zvanou neodermis (tegument). Na základě 
tohoto znaku jsou společně s ostatními zástupci taxonu Trematoda a se zástupci taxonů 
 
Obrázek 4: Dospělci T. regenti, samec (vlevo) a samice (vpravo). A – acetabulum, 
CG – canalis gynaecophorus, E – vejce, EC – exkreční kanál, GO – genitální otvor, GP 
– genitální papila, I – střevo, O – ovária, OD – ovidukt, OE – oesophagus, OS – ústní 
přísavka, OT – ootyp, RS – receptaculum seminis, T – testes, U – uterus, VD – 
vitellodukt, VI – vitellaria, VSE – vesicula seminalis externa, VSI – vesicula seminalis 
interna, měřítko = 100 µm. Převzato z Horák a kol. (2002). 
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Monogenea a Cestoda řazeni do skupiny Neodermata. Neodermis se vyskytuje u všech 
vývojových stadií schistosom kromě vajíčka a prvního larválního stadia – miracidia a u 
dospělců vystýlá také jícen a uterus. Je tvořena na povrchu bezjadernou syncytiální 
vrstvou, která je prostřednictvím cytoplasmatických spojů vedoucích bazální 
membránou a vrstvou svaloviny propojena s vlastními buněčnými těly (tzv. “cytons“) 
s jádry a dalšími buněčnými organelami. Na povrchu tegumentu dospělců se vyskytují 
různě veliké hrbolky (tuberkuly) napomáhající jedincům při pohybu v cévách hostitele. 
Dále mohou být na povrchu papily. Schistosomy mají obvykle dvě svalnaté přísavky, 
ústní (asociovaná s přijímacím resp. vyvrhovacím otvorem) a břišní (tzv. acetabulum). 
Ústní otvor pokračuje jícnem, který přechází ve střevo dělící se na dvě větve, ty se 
obvykle v zadní části opět spojují a pokračují jako jedna slepá větev střeva. Jako 
potrava slouží dospělcům krev či nervová tkáň. Schistosomy jsou gonochoristi často 
s pohlavním dimorfismem. Samice bývá delší, štíhlejší, a pokud se nejedná o 
unisexuální infekci, tak se v hostiteli často nachází v těsném kontaktu s kratším, ale 
mohutnějším samcem. Ten má obvykle na ventrální straně těla rýhu, tzv. canalis 
gynaecophorus. V takovém případě se může samice nacházet uvnitř rýhy. 
 
3.1.2 Vývojový cyklus 
 
Životní cyklus motolic z čeledi Schistosomatidae je nepřímý, dvouhostitelský (dixenní) 
a dochází během něj ke střídání pohlavních (definitivní hostitel) a nepohlavních 
(mezihostitel) generací. Definitivním hostitelem může být pták či savec včetně člověka 
a jako mezihostitel ve vývojovém cyklu slouží vodní měkkýš (Lockyer a kol. 2003). 
Nejčastěji jsou to vodní plži ze tří skupin: Opisthobranchia, Prosobranchia a Pulmonata 
(Blair a kol. 2001). Vztah parazita se svými hostiteli je velmi komplikovaný a často jsou 
tyto dvojice vysoce specifické. 
        Pro úspěšné pokračování životního cyklu schistosom je zapotřebí, aby se vejce 
(resp. miracidia u T. regenti) dostala do vodního prostředí. Pokud k tomu dojde, líhne se 
ze zralého infekčního vajíčka bohatě obrvená larva miracidium. Ta je pozitivně 
fototaktická a negativně geotaktická. Díky schopnosti pohybu a za využití svých 
chemoreceptorů miracidium aktivně vyhledává vnímavého mezihostitele, vodního plže. 
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Ti produkují do svého okolí molekuly glykoproteinů, tzv. MAGs („miracidia attracting 
glycoproteins“), s druhově specifickými glykosylacemi, které jsou rozpoznávány 
chemoreceptory miracidií a umožňují jim identifikovat vhodný druh plže pro svůj vývoj 
(Kalbe a kol. 2000; Kock 2001). Zároveň dokážou miracidia rozpoznat subadultní 
jedince, kteří jim poskytují nejideálnější fyziologické prostředí pro svůj vývoj a 
dosažení nejvyššího fitness (Théron a kol. 1998). Po nalezení vhodného mezihostitele 
dochází za pomoci produktů penetračních žláz miracidia k jeho průniku do svalnaté 
nohy či hlavové části plže. Uvnitř tkáně miracidium odvrhuje glykokalyx a ciliární 
destičky, které jsou silně antigenní a stávají se cílem pro obrannou reakci plže. 
Miracidium se postupně transformuje na mateřskou sporocystu, během čehož dochází 
mimo jiné k přeměně jeho tělního povrchu, mezibuněčné valy expandují na místo 
ciliárních destiček a vzniká neodermis. V mateřských sporocystách vznikají asexuální 
cestou ze zárodečných buněk dceřiné sporocysty, které v těle mezihostitele migrují do 
hepatopankreatu. Zde dochází opět asexuální cestou k tvorbě cerkárií, které po dozrání 
opouštějí tělo mezihostitele oblastí kolem plicního vaku a penetrací tělní stěny se 
dostávají do vodního prostředí (Horák a kol. 2002). Ve vodě se cerkárie pohybují (na 
rozdíl od miracidií) pomocí ocásku a aktivně zde vyhledávají definitivního hostitele. 
Cerkárie jsou negativně geotaktické a pozitivně fototaktické. Signálem pro přítomnost 
hostitele mohou být teplo a látky uvolňované z kůže hostitele. Po přisednutí na jeho 
povrch rozpoznává cerkárie složky kůže, jako jsou nenasycené mastné kyseliny. Pokud 
se jedná o vnímavého hostitele, cerkárie vyprazdňuje na jeho povrch obsah svých 
penetračních žláz složený zejména ze serinových a cysteinových peptidáz, jako jsou 
cerkariální elastáza nebo katepsin B (Dvořák a kol. 2005), a proniká do kůže hostitele. 
Zároveň odvrhuje glykokalyx a ocásek. V hostitelově kůži se cerkárie orientuje na 
základě koncentračního gradientu různých látek (např. D-glukóza, L-arginin), vnímá 
také intenzitu světla. Dochází zde k transformaci cerkárie na schistosomulum se dvěma 
povrchovými membránami. To dále migruje tělem hostitele až do místa konečné 
lokalizace; během této doby se jedinec vyvíjí v dospělce. Cesty migrace stejně jako 
konečná lokalizace jsou často druhově specifické, u viscerálních druhů vedou cévami, u 
nazálních druhů (T. regenti) vedou nervovými drahami. Pokud dojde k infekci hostitele 
zástupci obou pohlaví parazita, je po kopulaci samice schopna produkovat 50-1500 
vajíček denně, část jich odchází z hostitele a zajišťuje pokračování životního cyklu, část 
zůstává deponována ve tkáních hostitele, kde ve vyšším množství mohou způsobovat 
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závažné zdravotní problémy. Lidské schistosomy mohou ve vnímavém hostiteli přežívat 
řadu let, např. S. mansoni až 32 let (Harris a kol. 1984), u ptačích schistosom je délka 
života řádově nižší, ve specifickém hostiteli se dožívají zřejmě jen týdnů až měsíců 
(Horák 1998). 
 
 
3.2 Mezihostitelští plži z čeledi Lymnaeidae 
 
Zástupci této čeledi patří mezi plicnaté plže (Pulmonata) ze skupiny spodnoocí 
(Basommatophora), mají jeden pár plochých tykadel trojúhelníkovitého tvaru, na jejichž 
bázi se nalézají jednoduché oči. Krevním barvivem je hemocyanin. Jejich ulita je 
pravotočivá s různě silnou stěnou. Vyskytují se ve sladkých mírně tekoucích nebo 
stojatých vodách. V České republice se vyskytující druhy ptačích schistosom rodu 
Trichobilharzia využívají jako své mezihostitele plže Lymnaea stagnalis, a dále různé 
zástupce rodu Radix. Prevalence infekcí v populacích plžů jsou poměrně nízké 
(Kolářová a kol. 1997). 
        Taxonomické zařazení zástupců rodu Radix je poměrně nesnadné. Nejednotná 
taxonomie tak přináší komplikace při určování míry specifity ptačích schistosom vůči 
svým mezihostitelům. Zařazování na základě morfologických znaků (tvar ulity, tvar 
ústí, poměr výšky ulity a ústí, morfologie pohlavní soustavy) nemusí být zcela 
jednoznačné a jednotlivé charakteristiky se mohou překrývat. Novým pohledem jsou 
data získaná metodami molekulární biologie, která často zpochybňují dosavadní 
determinace zejména vzniklé na základě morfologie ulity. Komplexní práce zahrnující 
všechny přístupy (morfologie, anatomie, molekulární biologie) prozatím chybí (Huňová 
2008). Na základě analýzy ITS-2 sekvencí (Bargues a kol. 2001) bylo určeno šest 
validních druhů rodu Radix, z nichž R. auricularia, R. labiata a R. lagotis s výskytem 
na území ČR. Huňová (2008) prováděla determinaci na základě sekvencí ITS-2, 
morfometrie ulit a anatomie pohlavní soustavy a identifikovala na území ČR plže druhů 
R. auricularia, R. labiata, R. lagotis a R. peregra. 
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3.3 Vnitřní obranný systém plžů 
 
Stejně jako obratlovci i bezobratlí živočichové disponují obranným systémem, který je 
chrání zejména před různými patogenními agens (viry, bakterie, jedno- i mnohobuněční 
paraziti), ale také před vlastními přestárlými či poškozenými buňkami, a tak přispívá 
k zachování integrity celého organismu. V těle plže plní tyto úkoly vnitřní obranný 
systém („internal defence system“, IDS), který představuje jednu z největších překážek 
v úspěšném dokončení cyklu parazita. Než se ovšem potenciální patogen vůbec k IDS 
dostane, musí překonat první bariéru, která je tvořena povrchem těla měkkýše pokrytým 
sekretovaným hlenem. Ten obsahuje dráždivé a mikrobicidní látky znesnadňující 
penetraci jeho povrchu (Kamiya a kol. 1989). 
        Vnitřní obranný systém plžů postrádá adaptivní (získanou) část imunitních reakcí, 
tak jak jsou známy v tělech obratlovců. Nejsou zde přítomny imunoglobuliny 
k rozpoznávání antigenů, T ani B buňky (van der Knaap a Loker 1990). Obranné reakce 
plžů závisí na neadaptivní (vrozené) imunitě (Horák a Kolářová 2005) zprostředkované 
hemolymfou, respektive látkami a buňkami v ní obsaženými. Pokud patogen překoná 
bariéru tělního povrchu a pronikne do těla plže, je pravděpodobně pomocí lektinů, buď 
v rozpustné formě nebo asociovanými s membránou buněk (Horák a van der Knaap 
1997), rozpoznán jako cizí struktura a jako takový se stává cílem obranných 
mechanismů IDS, který se ho snaží eliminovat za využití obou svých složek, humorální 
i buněčné (Adema a kol. 1991). Mezi oběma složkami panuje úzká funkční provázanost. 
 
3.3.1 Humorální složka IDS 
 
Hemolymfa plžů obsahuje množství nejrůznějších humorálních faktorů, které 
představují humorální část vnitřního obranného systému plžů. Patří mezi ně lysozym a 
jiné lysozomální enzymy, bakteriostatické, baktericidní a protivirové látky, aglutininy, 
lektiny, „cytokine-like“ molekuly, oxid dusnatý a další. Molekulární charakteristika je 
však známa jen u některých z nich (Adema a kol. 1991). Mnohé z těchto faktorů jsou 
produkovány složkou buněčné části IDS, hemocyty (Mohandas a kol. 1992; Sminia 
1972).  
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        Jak již bylo zmíněno, plasma plžů neobsahuje klasické protilátky, přesto v ní byly 
v některých případech detekovány molekuly nesoucí sekvence odpovídající 
imunoglobulinovým doménám. V plasmě L. stagnalis byl identifikován tzv. MDM 
(„molluscan defence molecule“) (Hoek a kol. 1996) produkovaný granulocyty pojivové 
tkáně obklopující mozkové ganglium (Horák a Kolářová 2005). Tato molekula dokáže 
povzbuzovat fagocytickou funkci hemocytů. Hladina MDM v pozdějších fázích infekce 
klesá (Hoek a kol. 1996). Stejnými buňkami je také produkován granularin (Horák a 
Kolářová 2005), který slouží v době nákazy jako opsonin, a tak aktivuje fagocytickou 
aktivitu hemocytů. V průběhu infekce jeho množství stoupá (Smit a kol. 2004). 
V plasmě Biomphalaria glabrata byly identifikovány tzv. FREPs („fibrinogen-related 
proteins“), což jsou plasmové faktory účastnící se pravděpodobně rozpoznávání 
patogenů (Adema a kol. 1997). 
        Plasma L. stagnalis také obsahuje bakteriostatické látky, které dokážou velmi 
efektivně inhibovat množení Gram-pozitivních bakterií jako je např. Staphylococcus 
saprophyticus. Účinek na Gram-negativní bakterie, jako je Escherichia coli, byl 
prokázán jen okrajově (van der Knaap a Meuleman 1986). Svoje zastoupení v plasmě L. 
stagnalis mají i baktericidní látky, které jsou schopné určité druhy bakterií přímo 
usmrtit (Cushing a kol. 1971 a Mori a kol. 1984, cit. dle Adema a kol. 1991). 
        Lektiny jsou definovány jako proteiny či glykoproteiny neimunoglobulinové a 
neenzymové povahy, které mají schopnost specificky rozpoznávat a reverzibilně vázat 
sacharidové epitopy (Barondes 1988). Předpokládá se, že díky tomu plní funkci 
obratlovčích protilátek, tedy slouží jako důležité faktory rozeznávající cizí částice 
včetně larev motolic od vlastních (Obrázek 5). Místo syntézy lektinů je většinou 
neznámé, v některých případech jsou produkovány bílkovinnou žlázou (Horák a van der 
Knaap 1997), jindy přímo samotnými hemocyty (van der Knaap a kol. 1981).  
        Jejich výskyt může být ve formě volně rozpustných faktorů v plasmě nebo jako 
vázané molekuly na cytoplasmatické membráně hemocytů, kde slouží jako receptory 
(Horák a Deme 1998). V rozpustné formě mohou lektiny sloužit jako můstky 
propojující hemocyt s povrchovým sacharidem patogenu, a tak zabezpečit jeho 
rozpoznání. Mohou také sloužit jako opsoniny a pak dochází k navázání lektinu na 
sacharidový epitop antigenu, což vyvolá změnu konformace lektinu a vytvoření 
vazebného místa pro hemocyt. Tímto způsobem dojde k označení identifikovaného 
antigenu a usnadnění jeho nalezení a následného odstranění hemocyty (Richards a  
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Obrázek 5: Schématické znázornění lektin-sacharidových interakcí obranného 
systému plžů s larvami motolic.  
Funkce potvrzené experimentálními daty: 1 – lektiny jsou syntetizované v hemocytech a 
vystaveny na jejich povrchu nebo uvolňovány do hemolymfy; 2 – některé lektiny 
z hemolymfy se vážou na povrch hemocytů, kde slouží jako cytofilní receptory pro cizí 
buňky; 3 – lektiny v hemolymfě pochází i z jiných tkání; 4 – membránové lektiny 
hemocytů rozpoznávají patogeny; 5 – lektiny v hemolymfě slouží jako opsoniny, jejichž 
sacharidové zbytky jsou rozpoznávány membránovými lektiny hemocytů 
Další předpokládané funkce lektinů (prozatím nepotvrzené experimentálně): 6 – lektiny 
původem z plže a/nebo parazita rozpoznávají sacharidové zbytky na obojím, 
hemocytech i povrchu parazita, a slouží jako propojující můstek; 7 – povrchové lektiny 
motolice se účastní maskování parazita navázáním glykosylovaných molekul plže; 8 – 
povrchové lektiny motolice se vážou na hemocyty; 9 – lektiny jsou 
exkretovány/sekretovány parazitem, reagují se sacharidy hemocytů a stimulují nebo 
inhibují hemocyty; 10 – exkretované/sekretované lektiny parazita reagují 
s buňkami/orgány plže a ovlivňují i jejich funkce nepřímo související s obranným 
systémem. 
H – hemocyt; T – tegument (neodermis); M – vrstva svaloviny; C – vlastní tělo buňky 
s organelami (cyton); G – exkreční/sekreční žláza 
Převzato z Horák a van der Knaap 1997   
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Renwrantz 1991). Výskyt opsoninů byl prokázán u L. stagnalis (Sminia a kol. 1979a) i 
B. glabrata (Fryer a Bayne 1989).  
        Další možnou funkcí volných lektinů je aglutinace, kdy díky své vícevazebné 
schopnosti mohou shlukovat a propojovat (aglutinovat) různé částice nesoucí na svém 
povrchu odpovídající sacharidové epitopy, a tím usnadňovat jejich fagocytózu 
hemocyty (Horák a van der Knaap 1997). Aglutinace zajišťuje imobilizaci antigenů, 
brání diseminaci jejich původců do tkání a redukuje počet cílů pro efektorové buňky 
(Adema a kol. 1991).  
        Titry aglutininů a opsoninů v plasmě konkrétního jedince nejsou konstantní. 
Mohou se měnit s věkem jedince (Dikkeboom a kol. 1985), mohou odrážet jeho 
momentální fyziologický stav, stresové reakce a případnou přítomnost patogenů v těle 
(Couch a kol. 1990). Jejich produkce může být ovlivněna některými infekcemi včetně 
nákazy larvami motolic (Monroy a kol. 1992; Loker a kol. 1994; Monroy a Loker 
1993). Jako reakce na bakteriální infekci může být dokonce zahájena syntéza některých 
de novo (Ottaviani 1992). 
        Lektiny vyskytující se na povrchu hemocytů jsou buď integrální součástí 
membrány, nebo jsou na ni reverzibilně navázány a slouží zde jako cytofilní receptory 
pro rozpoznání cizích buněk (van der Knaap a kol. 1983). Tyto lektiny nemusí mít 
stejnou vazebnou specifitu jako volné plasmové lektiny (Fryer a Bayne 1989; Richards 
a Renwrantz 1991). Přítomnost lektinů na povrchu hemocytů byla prokázána inhibicí 
fagocytózy specifickými sacharidy nebo pomocí neoglykoproteinů, např. u L. stagnalis 
(van der Knaap a kol. 1983; Horák a kol. 1998b) nebo Helix pomatia (Richards a 
Renwrantz 1991). 
        Funkce některých lektinů může být ovlivněna přítomností divalentních kationtů 
kovů, především Ca2+. V důsledku toho může být proces přímého rozpoznání antigenu 
lektinem vázaným na membráně hemocytu a jeho následná fagocytóza hemocyty Ca2+-
dependentní, jak bylo prokázáno na hemocytech L. stagnalis v interakci s erytrocyty 
králíka (Horák a Deme 1998). 
        Součástí plasmy plžů je i oxid dusnatý (NO), který u mnoha jiných organismů 
zastává funkci molekulárního posla a účastní se např. regulace cévního tonu, buněčné 
signalizace v mozku a eliminace patogenů nespecifickou imunitní odpovědí. Jeho 
produkce je zajišťována NO-syntázou, jejíž funkce je Ca2+-dependentní (Conte a 
Ottaviani 1995). V plžích NO produkovaný hemocyty způsobuje shlukování bakterií 
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kolem těchto buněk a následně je usmrcuje svojí baktericidní aktivitou. Celý proces je 
nezávislý na fagocytóze hemocyty (Franchini a kol. 1995; Ottaviani a kol. 1993). 
        „Cytokin-like“ molekuly v plasmě plžů jsou zprostředkovatelské molekuly. 
Regulují efektorovou fázi obranné reakce. Jejich zapojení v imunitní odpovědi plžů 
bylo prokázáno experimentálně. Významně stimulují motilitu hemocytů, přičemž tento 
vliv se mezi jednotlivými druhy plžů liší. Zvyšují aktivitu hemocytů při fagocytóze a 
podněcují zahájení syntézy oxidu dusnatého (Ottaviani a kol. 1995). 
 
3.3.2 Buněčná složka IDS 
 
V těle plžů je buněčná imunita reprezentována čtyřmi typy obranných buněk: antigen 
vychytávající endotelové buňky, pórové buňky pohlcující cizí proteiny, fagocytující 
retikulární buňky a volně pohyblivé fagocyty zvané hemocyty (van der Knaap a kol. 
1993). 
        Antigen vychytávající buňky jsou lokalizované v endotelu cév. Jsou důležité 
v první fázi odstraňování cizích částic (van der Knaap a kol. 1981), které rozpoznávají 
za pomoci receptorů podobných lektinům na svém povrchu (Renwrantz a Cheng 1977, 
cit. dle Adema a kol. 1991). Po zachycení antigenu touto buňkou dochází k jeho předání 
cirkulujícímu hemocytu, který jej následně fagocytuje (Adema a kol. 1991). 
        Retikulární buňky jsou fixní fagocyty s vysokým počtem lysozomů. Jsou schopné 
degradovat široké spektrum cizích látek (Sminia 1981, cit dle. Adema a kol. 1991), ale 
na rozdíl od hemocytů nejsou schopné produkovat enzym peroxidázu (Adema a kol. 
1991). 
        Druhým zástupcem fixních fagocytů jsou pórové buňky. Mají velké, kulaté jádro a 
dobře vyvinuté drsné endoplasmatické retikulum, které obsahuje hemocyanin (Sminia a 
kol. 1972). Ten je u některých druhů plžů (např. Helix aspersa) produkován přímo 
pórovými buňkami (Sminia a Vlugt-van Daalen 1977). V buněčné membráně těchto 
buněk se vyskytují četné invaginace, které se na průřezu jeví jako póry v buněčné 
membráně. Těmito invaginacemi procházejí všemi směry kanálky tvořené výběžky 
cytoplasmatické membrány, které jsou vyplněné cytoplasmou obsahující hemocyanin 
(Sminia a kol. 1972). Mezi kanálky zůstávají štěrbiny o velikosti 20-30 nm (Sminia a 
kol. 1972; Sminia 1972). Popsané prostorové uspořádání vytváří strukturu podobnou 
sítu, která dává pórovým buňkám schopnost selektivní endocytózy látek podle jejich 
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velikosti. Zároveň mohou přijímané látky rozlišovat podle jejich povahy, mají vysokou 
afinitu k proteinům (Adema a kol. 1991). Schopnost štěpení cizích látek těmito buňkami 
je poměrně nízká (Sminia 1972), což naznačuje jejich nedostatečnou vybavenost 
vhodnými enzymy. Proto se lze domnívat, že jejich primární funkcí nebude účast na 
odstraňování cizích látek. Pravděpodobněji se podílí na degradaci vlastních proteinů 
(Adema a kol.  1991). Studie prováděné na plžích majících v hemolymfě jako krevní 
barvivo hemoglobin (B. glabrata, Planorbarius corneus) naznačují, že pórové buňky 
mají schopnost syntetizovat hemoglobin (Sminia a kol. 1972; Sminia a Vlugt-van 
Daalen 1977). 
 
3.3.2.1 Hemocyty 
 
Hemocyty hrají v obranném systému plže nejdůležitější roli. Jsou to hlavní fagocytární 
buňky a svými funkcemi připomínají monocytárně-makrofágovou buněčnou linii 
obratlovců. Podílejí se na tvorbě humorálních faktorů hemolymfy plžů, disponují 
schopností účinně fagocytovat cizí částice a účastní se při enkapsulaci patogenů, jejichž 
velikost znemožňuje eliminaci prostřednictvím fagocytózy. Díky své pohyblivosti 
vykonávají nepřetržitý dohled nad stálostí vnitřního prostředí. Pohybují se volně 
v otevřeném oběhovém systému plžů a mohou snadno přecházet do řídké pojivové 
tkáně a naopak. Jejich pohyb je směrován chemotakticky. Jsou schopny reagovat na 
určité chemické stimuly, jako jsou produkty bakterií (Schmid 1975), nebo produkty 
larev motolic (Lodes a Yoshino 1990). 
        Počet cirkulujících hemocytů není stálý, značně se liší jak mezi jednotlivými druhy 
plžů, tak mezi samotnými jedinci jednoho druhu (Sminia 1972). Množství se může 
měnit v závislosti na stáří jedince (Dikkeboom a kol. 1985, van der Knaap a kol. 1993), 
může také korelovat s teplotou, chemickými podněty či fyziologickým stavem plže 
(Adema a kol. 1991). Nárůst počtu cirkulujících hemocytů byl také zaznamenán při 
infekci plže (van der Knaap a kol. 1987). Stáří jedince nemá vliv pouze na počet 
hemocytů. U juvenilních plžů byla prokázána snížená efektivita hemocytů při 
fagocytóze a snížená byla i schopnost plasmy zajistit opsonizaci a aglutinaci cizích 
částic (Dikkeboom a kol. 1985; van der Knaap a kol. 1987). Zmíněné pravděpodobně 
přispívá k větší vnímavosti juvenilních plžů k infekci motolicemi (Dikkeboom a kol. 
1985). Bylo prokázáno (Dikkeboom a kol. 1984), že i málo diferencované hemocyty 
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v tkáních i hemolymfě mají schopnost mitotického dělení. Zvýšení této aktivity bylo 
zaznamenáno při infekcích larvami motolic (van der Knaap a kol. 1987). Možné důvody 
změn v počtu cirkulujících hemocytů tedy mohou spočívat v migraci buněk mezi tkání a 
hemolymfou nebo ve zvýšené hemocytopoéze. 
        Možným místem vzniku hemocytů je tzv. hemopoetický orgán („hemocyte-
producing organ“) s koncentrovanými kmenovými buňkami. Jeho lokalizace v těle plžů 
se může mezidruhově lišit (část ledviny u Lymnaea truncatula). Případně se mohou 
hemocyty formovat v pojivové tkáni (Monteil a Matricon-Gondran 1991). U L. 
stagnalis nebyl hemopoetický orgán objeven (van der Knaap a kol. 1993). 
        Přestože z hlediska morfologie panuje mezi hemocyty uvnitř plže značná 
variabilita, předpokládá se, že všechny hemocyty pocházejí ze stejných kmenových 
buněk a že se tedy jedná pouze o jednu populaci. Heterogenita buněk z funkčního a 
morfologického hlediska je dána jejich změnami během diferenciace (Amen a kol. 
1992a). U plže L. stagnalis byly pozorovány malé (8µm) mladé kulaté buňky s velkým 
jádrem a malým obsahem lysozomů a velké (20µm) diferencované buňky s převažující 
cytoplasmou a menším laločnatým jádrem (van der Knaap a kol. 1993). Málo 
diferencované buňky bývají označovány jako hyalinocyty, buňky diferencované, 
s vysokým obsahem lysozomů a tvořící jehlicovité pseudopodie jako granulocyty (van 
der Knaap a Loker 1990). Jak se hemocyty v průběhu svého vývoje diferencují, roste 
jejich schopnost adherovat na sklo, tvořit pseudopodia a fagocytovat cizí objekty. Dále 
se také zvyšuje počet lysozomů a aktivita lysozomálních enzymů, množství cisteren 
endoplasmatického retikula a Golgiho aparátu, mitochondrií a zásobního glykogenu 
(van der Knaap a kol. 1993). Subpopulace hemocytů se od sebe mohou odlišovat také 
přítomností různých specifických epitopů, jejichž vzájemný poměr se může měnit 
v závislosti na věku plže či infekci motolicemi (Dikkeboom a kol. 1988b; van der 
Knaap a Loker 1990; Amen a kol. 1991b; van der Knaap a kol. 1993). 
        Hemocyty se účastní dozoru nad stálostí vnitřního prostředí nejen zajišťováním 
obranných reakcí, ale také produkcí látek regulujících neuroendokrinní procesy (de 
Jong-Brink 1995).  
 
 
 
24 
 
3.3.2.2 Eliminace cizích částic hemocyty 
 
Vedle funkcí jako jsou reparace poškozené tkáně či transport metabolitů se hemocyty 
účastní především buněčných reakcí zahrnujících fagocytózu (pohlcení malých částic), 
enkapsulaci (tvorba vícevrstevné struktury z těl hemocytů kolem objektu, který díky 
svým rozměrům nemůže být pohlcen jednotlivým hemocytem) a cytotoxické zabíjení 
(oxidativní i neoxidativní). Zároveň produkují celou řadu humorální faktorů plasmy.  
        Fagocytóza i enkapsulace musí být spuštěna určitými signály a ve svém průběhu 
musí být tyto aktivity také regulovány (Adema a kol. 1991). Mezi spouštěcí signály 
patří látky uvolňované patogenem, např. různé sacharidy rozpoznávané lektiny plže 
(Schmid 1975). Po navázání fyzického kontaktu musí hemocyt rozpoznat, zda se jedná 
o vlastní či cizí strukturu. Prvním signálem je elektrostatický náboj povrchu cizí částice. 
Pokud se odpuzuje s povrchovým nábojem hemocytu, dochází k okamžitému ukončení 
kontaktu. Tento fenomén byl prokázán na hemocytech plže L. stagnalis různě se 
vázajících k agarózovým částicím s různým elektrostatickým nábojem (Dikkeboom a 
kol. 1988a). Přesnější rozpoznání antigenu je následně zajišťováno specifickou vazbou 
lektinů. Teprve po navázání těsného kontaktu hemocytu s cílovým objektem dochází 
k zapojení cytotoxických mechanismů do obranných reakcí hostitele. V případě 
fagocytózy se jedná převážně o kontakt intracelulární, při enkapsulaci jde o kontakt 
extracelulární (Adema a kol. 1991). 
        Procesu enkapsulace je dosaženo vytvořením několika vrstev hemocytů kolem 
cílové struktury, která je tak oddělena od tkání hostitele (Sminia a kol. 1974). V přímém 
kontaktu s cizím objektem je pouze první vrstva hemocytů, a ta vysílá signály zajišťující 
nasedání dalších vrstev hemocytů. K plnému dokončení enkapsulace je tak zapotřebí 
komunikace mezi hemocyty, jejíž povaha však zatím není objasněna (Adema a kol. 
1991). Pokud je enkapsulovaným objektem parazit vyskytující se v nekompatibilním 
hostiteli, dochází k jeho usmrcení cytotoxickými látkami produkovanými hemocyty. 
Bylo prokázáno, že k témuž dochází i v in vitro podmínkách za nepřítomnosti 
humorálních faktorů (Dikkeboom a kol. 1988a). Tyto výsledky naznačují, že primárním 
efektorovým nástrojem obranných reakcí plžů jsou právě hemocyty a že humorální 
faktory spíše směrují aktivitu hemocytů (Adema a kol. 1991). To potvrzují experimenty, 
při nichž hemocyty z vnímavého hostitele po přidání plasmy z rezistentního hostitele 
získaly v určitých případech potenciál usmrtit sporocystu kompatibilního druhu 
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motolice (Loker a Bayne 1982). Ne vždy ovšem musí enkapsulace vést k zániku 
patogenu. Bylo pozorováno, že hemocyty jak vnímavého, tak rezistentního kmene B. 
glabrata enkapsulují sporocysty S. mansoni in vitro. Pouze hemocyty rezistentního 
kmene byly schopné narušit povrchový tegument parazita. Takové výsledky naznačují, 
že extracelulární cytotoxické mechanismy nejsou spouštěny pouze kontaktem s cílovým 
objektem, ale závisí zároveň na přítomnosti dalších regulačních faktorů (Bayne a kol. 
1980a; Bayne a kol. 1980b; Shozawa 1986). 
        Cytotoxické látky využívané hemocyty k zabíjení patogenů čítají celou řadu 
lysozomálních enzymů (lysozym, peroxidáza, nespecifické esterázy, kyselé a alkalické 
fosfatázy a další) (Adema a kol. 1991; Mohandas a kol. 1992; Sminia 1972), které se 
nacházejí v lysozomech, ale v některých případech byla jejich aktivita zaznamenána i 
v drsném endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparátu. Hladina těchto enzymů se 
zvyšuje s věkem plže, což by mohlo být jedním z důvodů snížené imunokompetence 
juvenilních jedinců plžů, která se v některých případech projevila jejich vnímavostí 
k infekci motolicemi, vůči kterým jsou dospělí jedinci běžně rezistentní (Dikkeboom a 
kol. 1985). Zároveň dochází ke zvýšení jejich hladiny po kontaktu s antigenem (Sminia 
a Barendsen 1980). Degradaci povrchu patogenu mohou lytické enzymy působit 
intracelulárně po splynutí lysozomu s fagozomem při fagocytóze, ale také 
extracelulárně při jejich uvolnění do štěrbiny mezi hemocytem a enkapsulovaným 
objektem (Dikkeboom a kol. 1988a). 
        Dalším důležitým a velmi účinným mechanismem cytotoxicity, kterým disponují 
hemocyty některých druhů plžů (např. L. stagnalis, B. glabrata), je produkce 
reaktivních forem kyslíku („reactive oxygen intermediates“, ROIs) transmembránovou 
NADPH-oxidázou (Dikkeboom a kol. 1988b; Adema a kol. 1991; van der Knaap a kol. 
1993) (Obrázek 6). Oxidace je jednou ze základních reakcí metabolismu většiny 
organismů, může být ale také velmi nebezpečná. Její toxické produkty jsou běžně 
využívány při odstraňování patogenů savčími leukocyty. Produkce superoxidu (O2-) a 
peroxidu vodíku (H2O2) hemocyty L. stagnalis byla prokázána in vitro po kontaktu se 
sporocystou nekompatibilní S. mansoni (Dikkeboom a kol. 1988a). Zapojení těchto 
látek při obraně proti cizím antigenům ale ověřil až experiment, během kterého byly 
k hemocytům L. stagnalis přidány kvasinky. Po jejich kontaktu s hemocyty byla 
pozorována extracelulární produkce O2- a H2O2 až do doby dokončení internalizační 
fáze fagocytózy. Následoval pokles extracelulární produkce, který byl nahrazen 
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produkcí uvnitř buňky. Ta se po určitou dobu udržovala ve fagozómech na vysoké 
hladině (Adema a kol. 1991). 
 
 
         
Obrázek 6: Předpokládaný model systému produkce ROIs v hemocytech 
měkkýšů: (1) membránový enzym s NAD(P)H-oxidázovou aktivitou je aktivován 
kontaktem s velkým cizím objektem (2). ROIs jsou produkovány do prostoru mezi 
hemocytem (H) a enkapsulovaným objektem (et). (3) k aktivaci produkce ROIs dochází 
i po kontaktu s malým objektem (pt), ten je společně s enzymem produkujícím ROIs 
internalizován (4,5) až se aktivita ROIs zcela přesouvá dovnitř hemocytu (6). N – jádro 
Převzato z Adema a kol. 1991 
 
3.4 Specifita vztahu hostitel-parazit, jejich vzájemné interakce 
 
Vztah mezi hostitelem a jeho parazitem je velmi delikátní záležitostí. Jedná se o 
křehkou koexistenci dvou živočišných druhů s opačnými zájmy. Jeden se snaží 
nejrůznějšími přizpůsobeními zajistit svoje přežití a zároveň nejlepší podmínky pro 
rozmnožování a pokračování svého druhu, druhý se snaží co nejefektivněji bránit svému 
napadení a zbavit se „nezvaného hosta“. Rovnováha mezi těmito dvěma strategiemi 
nastává v případě setkání vnímavého hostitele se svým specifickým parazitem. Taková 
kompatibilita ve výsledku znamená, že parazit našel ve svém hostiteli fyziologicky 
vhodné prostředí pro svůj vývoj a obranný systém selhávající ve snaze rozpoznat a 
zničit parazita (van der Knaap a kol. 1987). Fakt, že vnímavý hostitel umožňuje vývoj 
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kompatibilního parazita, ovšem neznamená, že by postrádal účinný a výkonný imunitní 
systém schopný kompetentně reagovat na přítomnost cizího agens. Důkazem jsou 
experimenty s hemocyty plže B. glabrata infikovaného motolicí E. paraensei, které si 
podržely schopnost fagocytózy, enkapsulace a reparace poškozené tkáně (Lie a kol. 
1981). Kompatibilita představuje výjimku z normálního stavu, kterým je obecná 
rezistence k infekcím. Částečně je určena geneticky (Richards a kol. 1992), ale přesné 
faktory umožňující vznik takového vztahu zatím nejsou známé. Je zřejmé, že živý 
kompatibilní parazit musí disponovat specifickým ochranným mechanismem, který mu 
umožní uniknout imunitní odpovědi hostitele a následné likvidaci. Jeho součástí jsou 
strategie jako např. molekulární mimikry, aktivní získávání molekul hostitele pro vlastní 
použití (maskování) a ovlivnění obranných mechanismů hostitele (imunosuprese). Tyto 
aktivity se pravděpodobně také podílejí na vzniku specifického vztahu kompatibilní 
dvojice hostitel-parazit (Wright 1971, cit. dle Fryer a Bayne 1996). 
        Schopnost parazita exprimovat na svém povrchu molekuly podobné hostitelovým 
(tzv. molekulární mimikry) vede teoreticky k redukci antigenních rozdílností, a tak 
přispívá k ochraně parazita před obranným systémem hostitele. Podobné epitopy u 
parazita i hostitele byly prokázány pomocí protilátek a lektinů (Yoshino a Bayne 1983; 
Zelck a Becker 1990). Tyto epitopy byly nalezeny na povrchu miracidií a mateřských 
sporocyst parazita a zároveň v buněčných i plasmových komponentách plže. Změny ve 
složení povrchových sacharidů při transformaci miracidia na mateřskou sporocystu 
naznačují, že by tyto molekuly mohly hrát imunoprotektivní roli (Yoshino a kol. 1977; 
Gerhardus a kol. 1991; Horák 1995). 
        Molekulární maskování, tedy schopnost navázat hostitelovy antigeny na svůj 
povrch, je další možnou strategií ochrany parazita před rozpoznáním hostitelovým 
obranným systémem. Byla prokázána produkce protilátek definitivním hostitelem 
infikovaným specifickým parazitem T. ocellata, které reagovaly s antigeny 
mezihostitelského plže (Roder a kol. 1977). Využívání molekulárního maskování 
cerkariemi bylo potvrzeno experimentem, ve kterém protilátky proti plasmě 
rozpoznávaly povrch cerkárií, a to pouze těch, které již opustily dceřiné sporocysty a 
přišly do kontaktu s tkáněmi hostitele (van der Knaap a kol. 1985). 
        Infekce motolicemi má také značný vliv na obranný systém plže. K jeho ovlivnění 
dochází pravděpodobně prostřednictvím různých látek, produkovaných parazitem. 
Ačkoliv byly již některé způsoby manipulace plže motolicí popsány, přesné 
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mechanismy všech možných způsobů ovlivnění obranného systému hostitele nejsou 
dosud známé. Experimenty prováděné s plžem L. stagnalis infikovaným kompatibilní 
ptačí schistosomou T. ocellata (= T. szidati; Rudolfová a kol. 2005) ukazují, že 
schopnost hemocytů fagocytovat cizí buňky (experimentálně červené krvinky králíka) 
se zvyšuje po penetraci miracidia do plže a v následujících 3 týdnech trvání infekce, kdy 
je přítomna mateřská sporocysta (van der Knaap a kol. 1987; Amen a kol. 1991). 
K aktivaci hemocytů dochází pravděpodobně fagocytováním ciliárních destiček 
uvolněných miracidiem a poškozené tkáně v okolí rostoucí sporocysty. K ještě 
nápadnějším změnám hemocytů dochází 5 týdnů po infekci, a to za přítomnosti 
mateřské i dceřiné sporocysty. Značně se zvyšuje počet cirkulujících hemocytů, naopak 
klesá jejich schopnost fagocytózy a mění se i jejich morfologie. Hemocyty jsou větší, 
s více inkluzemi a zvětšují svůj povrch tvorbou mnoha dlouhých rozvětvených 
pseudopodií (van der Knaap a kol. 1987). Jelikož nebyla pozorována přítomnost 
mitotických vřetének a hemocyty měly charakter zralých buněk, nepředpokládá se, že 
by zvýšený počet cirkulujících hemocytů v této fázi infekce byl v důsledku jejich 
proliferace (Dikkeboom a kol. 1984). Zdrojem by v takovém případě mohly být zásoby 
hemocytů v pojivové tkáni hostitele (Sminia 1974). 
        Podobný imunosupresivní účinek na svého kompatibilního hostitele L. stagnalis 
má motolice Diplostomum spathaceum. Taková infekce vyvolává významnou redukci 
aktivit hemocytů, která přetrvává až 6 měsíců po infekci. Zároveň je doprovázena 
zvýšením počtu nezralých forem hemocytů (Riley a Chappell 1992). 
        Výše popsané interference parazita s obranným systémem plže jsou způsobeny 
exkrečně-sekrečními (ES) produkty parazita (Connors a Yoshino 1990; Loker a kol. 
1992; Adema a kol 1994a). 
        ES produkty larev S. mansoni u vnímavého kmene B. glabrata dokážou současně 
inhibovat motilitu hemocytů (Lodes a Yoshino 1990) a jejich schopnost produkce 
superoxidu (Connors a Yoshino 1990; Connors a kol. 1991). Toho jsou motolice 
schopny pravděpodobně blokováním povrchových receptorů hemocytů (van der Knaap 
a Loker 1990). 
        Sporocysty E. paraensei uvolňují do svého okolí ES produkty se silným 
repelentním účinkem na hemocyty vnímavého kmene B. glabrata, které se začnou 
pohybovat směrem od larev (Adema a kol. 1994a). 
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        Při analyzování ES produktů mateřských sporocyst T. ocellata byla prokázána 
přítomnost dvou frakcí (nízkomolekulární a vysokomolekulární), jejichž vzájemný 
poměr se v průběhu infekce mění (Núñez a kol. 1997). Po penetraci miracidia do 
kompatibilního plže převládá v ES produktech nízkomolekulární frakce vyznačující se 
imunostimulačními účinky. Následně dochází k obratu a nejvyšší zastoupení v ES 
produktech přebírá vysokomolekulární frakce, která naopak snižuje schopnost 
hemocytů fagocytovat. U nekompatibilních dvojic hostitel-parazit, jako jsou třeba L. 
stagnalis-S. mansoni, Planorbarius corneus-T. ocellata, mají ES produkty parazitů jen 
imunostimulační účinek (Núñez a de Jong-Brink 1997). Taková složka ES produktů, 
která má imunosupresivní efekt pouze ve specifickém mezihostiteli, by mohla být 
jedním z faktorů uplatňujících se při vzniku kompatibility. 
        Pozoruhodné využití hemocytů parazitem bylo zjištěno u plagiorchidní motolice 
Haplometra cylindracea, jejímž mezihostitelem je Lymnaea truncatula. Dceřiné 
sporocysty parazita vyvolávají svojí přítomností silnou enkapsulaci. Ta je, na rozdíl od 
jiných případů, tvořena pouze jednou vrstvou hemocytů, které od sebe sporocysta 
postupně odděluje tegumentálními výběžky. To hemocytům brání v jejich rozprostření 
kolem sporocysty. Uvězněné hemocyty následně prodělávají morfologické a 
metabolické změny jako např. ztrátu cytoplasmatických výběžků, organel, endogenní 
peroxidázové aktivity, ztrátu schopnosti hromadění glykogenu a lipidů, a 
pravděpodobně slouží vyvíjející se sporocystě jako ochrana a zdroj energie. 
Mechanismy takové manipulace hemocyty jsou neznámé (Monteil a Matricon-Gondran 
1991). 
        Přestože plži nemají klasickou imunologickou pamět tak, jak ji známe u 
obratlovců, bylo u plžů L. stagnalis prokázáno, že jejich vnitřní obranný systém zůstává 
na vysokém stupni aktivity ještě minimálně několik dnů po stimulaci infekčním agens. 
Aktivace IDS byla vyvolána injikováním mrtvých bakterií. O 4 dny později byla 
provedena reinfekce živými bakteriemi a byla pozorována rychlejší odezva IDS plže. 
Její míra, jak bylo experimentálně prokázáno, je závislá na velikosti dávky při prvním 
infikování, čím je vyšší, tím je schopnost IDS zlikvidovat patogena lepší. Zvýšená 
aktivita obranného systému přetrvávala nejméně 64 dnů. Důvodem je pravděpodobně 
aktivace hemocytů plže, neboť po reinfikování počet hemocytů stoupá rychleji u plžů 
pre-infikovaných bakteriemi než u kontrolních jedinců a hemocyty pre-infikovaných 
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plžů vykazují vyšší fagocytární aktivitu in vitro než hemocyty kontrol (van der Knaap a 
kol. 1983). 
        Opačný jev byl pozorován při infikování plže kompatibilní motolicí, která 
suprimovala jeho IDS a tak zvýšila šanci na úspěšné infikování téhož plže jiným 
druhem motolice (van der Knaap a kol. 1987). Tímto způsobem byla snížena vrozená 
rezistence plže B. glabrata k infekci S. mansoni, který byl nejprve infikován motolicí E. 
paraensei (Lie a kol. 1977). Ovlivnění bylo prokázáno i na úrovni samotných 
hemocytů, u kterých po pre-inkubování s kompatibilní larvou echinostomy došlo 
k oslabení aktivit vedoucích k odstranění nekompatibilní sporocysty S. mansoni (Loker 
a Bayne 1986). Podobné ovlivnění obranného systému plže předchozí infekcí 
motolicemi se pravděpodobně vyskytuje i u jiných kombinací motolice-plž (van der 
Knaap a kol. 1987). 
        Infekce motolicemi nemá na mezihostitelské plže vliv pouze z hlediska jejich 
obranného systému. Bylo prokázáno i významné ovlivnění růstu, plodnosti a délky 
života plže. U plžů Lymnaea elodes infikovaných motolicí Echinostoma revolutum byla 
prokazatelně větší délka jejich ulit, často se u těchto jedinců také vyskytoval tzv. 
gigantismus způsobený zrychleným růstem. Gigantismus běžně doprovází nákazu plžů 
motolicemi (Keymer a Read 1991, cit. dle Sorensen a Minchella 1998). U čerstvě 
infikovaných jedinců byla pozorována zvýšená mortalita, stejně jako u těch, kteří před 
několika týdny poprvé uvolňovali cerkárie. Plodnost infikovaných plžů prudce klesá už 
3 týdny po infikování a produkce vajec byla u většiny hostitelů zastavena v období 5-6 
týdnů po infikování. Tyto změny mohou být částečně způsobeny úbytkem energie 
hostitele, kterou čerpá ve svůj prospěch parazit. Přestože ale nedostatek energie 
znemožňuje vývoj vajec hostitele, pro urychlený růst jsou její zásoby dostačující 
(Sorensen a Minchella 1998). Snížení reprodukčního potenciálu označované jako 
parazitická kastrace hostitele je běžným jevem doprovázejícím infekce měkkýšů 
schistosomami (El-Ansary 2003; Wright 1971, cit. dle Sorensen a Minchella 1998). 
Kastrace hostitele parazitem byla pozorována i u plžů B. glabrata infikovaných S. 
mansoni, kde došlo k úplnému zastavení kladení vajec 5 týdnů po infikování. Gonády 
infikovaných plžů byly ve srovnání s kontrolními jedinci značně menší již v průběhu 
migrace dceřiné sporocysty do trávicí žlázy plže (Crews a Yoshino 1989). Při studiu 
molekulární podstaty parazitární kastrace u L. stagnalis (infikováno T. ocellata = T. 
szidati; Rudolfová a kol. 2005) bylo zjištěno, že schistosomy podněcují ve svých 
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mezihostitelích tvorbu schistosominu, peptidu produkovaného pravděpodobně 
hemocyty a buňkami pojivové tkáně v okolí centrální nervové soustavy (Schallig a kol. 
1991). Jeho přítomnost byla identifikována v hemolymfě parazitovaných plžů v době 
dozrávání cerkárií. Schistosomin má vliv na neuroendokrinní systém hostitele. Blokuje 
receptory bílkovinné žlázy pro hormon „calfluxin“ a receptory obojetné žlázy pro 
hormon kaudodorzálních buněk. To má vliv na kladení vajec (de Jong-Brink a kol. 
1995). Zároveň má vliv na „light green“ buňky neuroendokrinního systému, které 
regulují  růst plže, a tak přispívá k rozvoji gigantismu u infikovaných plžů (de Jong-
Brink a kol. 2001). Účinek schistosominu byl prokázán i v plžích infikovaných lidskými 
motolicemi rodu Schistosoma (de Jong-Brink a kol. 1991). 
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4. Materiál a metodika 
 
4.1 Používané laboratorní modely 
 
Všichni plži druhů Radix lagotis, Radix labiata a Lymnaea stagnalis, kteří byli využiti 
během experimentů, byli odebráni z laboratorních chovů, kde byli chováni v akváriích 
s vodou konstantní teploty a krmeni salátem ad libitum. Rovněž tak stadia motolic 
Trichobilharzia regenti a Trichobilharzia szidati byla získávána z laboratorně 
udržovaného cyklu těchto parazitů. Jako definitivní hostitel v životních cyklech 
trichobilharzií sloužily kachny domácí (Anas platyrhynchos f. domestica). 
 
4.2 Infikování plžů a kachen (mezihostitelů a definitivních 
hostitelů) 
 
4.2.1 Infikování kachen 
 
Infikovaní plži v patentní periodě (cca 5-6 týdnů po infikování) byli ponecháni ve 
sklenici s vodou pod zdrojem světla.  Po 1-2 hodinách byly od vyloučených cerkárií 
odebráni plži a do vody s cerkáriemi byly ponořeny nohy asi 1 týden starých kachňat. 
Ta byla takto ponechána 30-40 minut a poté byla umístěna do chovů (Meuleman a kol. 
1984). 
 
4.2.2 Sběr miracidií T. regenti 
 
Sběr miracidií T. regenti se provádí 21 dní p.i., kdy je kachna usmrcena dekapitací. Poté 
byla pomocí pinzety vytrhána sliznice z nosní dutiny kachny a ponořena do čisté odstáté 
vody v Petriho misce. Sběr miracidií pomocí pipety byl prováděn pod binokulární lupou 
a za intenzivního osvícení Petriho misky se vzorkem nosní sliznice. 
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4.2.3 Sběr miracidií T. szidati 
 
Sběr miracidií T. szidati se provádí z trusu infikovaných kachen. Ten je sbírán 
k dalšímu zpracování mezi 15.-20. dnem p.i. Trus byl pomocí síta rozmělněn a následně 
rozmíchán v asi 5 litrech studené vody. Poté se nechala směs sedimentovat asi 3-5 
minut a následně byla voda odlita a nahrazena čistou. Tento postup dekantace byl 
opakován 3–4x. Po posledním odlití vody byl sediment přenesen do velké baňky 
s úzkým hrdlem (případně do dvou baněk, podle množství materiálu), a ta byla opět po 
okraj naplněna vodou. Kvůli koncentrování miracidií uvolňujících se z vajíček byla celá 
baňka kromě hrdla obalena hliníkovou fólií a na hrdlo byl směrován zdroj světla. 
Samotné sbírání miracidií bylo prováděno během následujících 6 hodin. 
 
4.2.4 Způsob infikování plžů 
 
Délka ulity infikovaných plžů byla asi 3-5 mm u R. lagotis a R. labiata a asi 5-10 mm u 
L. stagnalis. Infikování bylo prováděno v 32 jamkové destičce. Jamky byly naplněny 
odstátou vodou a do každé byl vložen jeden plž a napipetováno potřebné množství 
miracidií požadovaného druhu (kombinace parazit/hostitel a přesné počty miracidií 
pipetovaných k jednomu plži jsou uvedeny u konkrétních experimentů v kapitole Y. 
Výsledky). Destička byla v tomto stavu ponechána 5 hodin, po jejichž uplynutí bylo 
započato odpočítávání doby po infekci (p.i.). 
 
4.3 Příprava vzorků a jejich histologické zpracování 
 
4.3.1 Vzorky pro světelnou mikroskopii 
 
Použité chemikálie: 
- Bouin-Hollandova fixáž: 
destilovaná voda (100 ml) 
kyselina pikrová (4 g) 
octan měďnatý (2,5 g) 
40% neutrální formaldehyd (10 ml) 
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kyselina octová (1,5 ml) – přidává se do fixáže až těsně před jejím použitím 
- etanol (70%, 96%, 100%) 
- JB4 Embedding Kit (Polysciences, Inc.): 
      infiltrační roztok: roztok A (50 ml) + benzoyl peroxid (0,625 g) 
polymerační roztok: infiltrační roztok (50 ml) + roztok B (2 ml) 
- barvicí roztok Wright-Giemsa (Polysciences, Inc.) 
- fosfátový pufr: 0,501 g KH2PO4 (Fluka) + 0,499 g Na2HPO4 (Fluka) rozpuštěno  
v 1000 ml destilované vody 
- montovací médium DPX (Mountant for histology, Fluka) 
 
        Celý průběh fixace, odvodňování a infiltrace vzorků pryskyřicí probíhal za třepání 
na laboratorní třepačce (Grant-bio PTR-30, Grant Instruments Ltd.). Infikovaní plži byli 
v daných časových intervalech p.i. (konkrétní údaje viz kapitola 5.2.1) zbaveni ulity a 
fixováni v Bouin-Hollandově fixáži minimálně 24 hodin. Velikost těla plžů byla do 0,5 
cm3, fixování probíhalo v 1,5 ml fixáže při laboratorní teplotě. Následně byly vzorky 
odvodňovány alkoholovou řadou (70%, 96%, 100%). Každý vzorek byl promýván 3 x 
10 minut v 1,5 ml etanolu každé koncentrace. Pak byly vzorky zality infiltračním 
roztokem, který byl po 60 a 90 minutách vyměněn. Po uplynutí 24 hodin infiltrace byly 
vzorky umístěny do želatinových kapslí a zality polymeračním roztokem. Polymerace 
probíhala za pokojové teploty v uzavřených kapslích bez přístupu vzduchu a v temnu po 
dobu 24 hodin. Ze vzniklých bločků byla odstraněna kapsle a následně byly tyto krájeny 
na mikrotomu (Finesse ME, Shandon Scientific Limited) pomocí skleněných nožů na 
řezy o tloušťce 2 µm. Tyto řezy byly pinzetou přenášeny do kapky destilované vody na 
čistém podložním skle umístěném na plotně vyhřáté na asi 50°C (VD-2n, Vezas spol. 
s r.o.), kde byly ponechány ještě minimálně 1 hodinu po vyschnutí kapky. Následovalo 
barvení řezů roztokem získaným smícháním jednoho dílu roztoku Wright-Giemsa  a 
jednoho dílu fosfátového pufru, který byl před použitím přefiltrován. Po dvou minutách 
působení roztoku na řezy bylo podložní sklo opakovaně omyto fosfátovým pufrem. Po 
oschnutí podložních skel bylo na řezy aplikováno montovací médium DPX a objekty 
uzavřeny krycími skly. Mikroskopování probíhalo na mikroskopu Olympus BX 51, a to 
nejdříve druhý den po zamontování řezů kvůli jejich řádnému vypnutí v montovacím 
médiu.  
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4.3.2 Vzorky pro transmisní elektronovou mikroskopii (TEM) 
 
Použité chemikálie: 
- sterile snail saline (SSS, Adema et al. 1994): 
5 mM HEPES (Sigma) 
3,7 mM NaOH  
36 mM NaCl 
2 mM KCl 
2 mM MgCl2 . 2H2O 
4 mM CaCl2 . 2H2O 
destilovaná voda 
pH = 7,8 
- fixáž – 2,5% glutaraldehyd (Sigma) SSS pufru 
- 1% oxid osmičelý - OsO4  
- etanol (50%, 80%, 96%, 100%) 
- aceton (10%, 100%) 
- pryskyřice Spurr: 
10 g VCD („Vinylcyclophene Dioxide“) 
6 g DER 736 („Diglycidyl Ether of Polypropylene Glycol“) 
26 g NSA („Nonenyl Succinic Anhydride“) 
0,2 g DMAE („Dimethylaminoethanol“) 
- toluidinová modř: 
1% toluidinová modř (Polysciences, Inc.) 
1% tetraboritan sodný – Na2B4O7 
destilovaná voda 
obě látky byly smíchány v poměru 1:1 a roztok byl před použitím přefiltrován 
- montovací médium DPX (Mountant for histology, Fluka) 
 
        Vzorky plžů byly získány obdobným způsobem jako pro vyhodnocení pomocí 
světelné mikroskopie. Fixace probíhala v roztoku 2,5% glutaraldehydu v SSS pufru při 
teplotě 4°C po dobu minimálně 24 hodin. Následovala postfixace 1% oxidem 
osmičelým v SSS pufru po dobu 2 hodin. Jednotlivé kroky promývání, odvodňování a 
prosycování vzorků pryskyřicí probíhaly za třepání na laboratorní třepačce. Dále byly 
36 
 
vzorky 3 x 5 minut propláchnuty v SSS pufru a odvodněny alkoholovou řadou 
následujícím způsobem: 
- 2 x 15 minut v 50% etanolu 
- 2 x 15 minut v 80% etanolu 
- 2 x 15 minut v 96% etanolu 
- 3 x 5 minut ve 100% etanolu 
- 3 x 5 minut ve 100% acetonu. 
Po odvodnění vzorků bylo přistoupeno k jejich postupnému prosycování pryskyřicí 
takto: 
- Spurr : 100% aceton v poměru 1 : 2 po dobu 2 hodin 
- Spurr : 100% aceton v poměru 1 : 1 po dobu 5 hodin 
- Spurr : 100 % aceton v poměru 2 : 1 po dobu 12 hodin 
- 3 x 12 hodin samotný Spurr 
Po prosycení vzorků byly tyto přeneseny do polyetylenových špičatých kapslí, byly 
naposledy zality čistou pryskyřicí Spurr a uzavřené kapsle byly umístěny do termostatu 
vyhřátého na 56°C na dobu 48 hodin, během kterých došlo k polymeraci pryskyřice a 
vytvoření bločků. Ty byly krájeny na mikrotomu na řezy o tloušťce 2 µm, a to pomocí 
skleněných nožů upravených stříbrnou polyesterovou lepicí páskou (SPI Supplies) 
tvořící kolem ostří nože vaničku vyplněnou destilovanou vodou. Tak mohly být 
jednotlivé řezy sbírány z vodní hladiny a přenášeny do kapky 10% acetonu na 
předčištěném podložním skle (Superfrost Plus, Menzel GmbH & Co KG), které leželo 
na plotně vyhřáté na 70°C. Přenášení řezů bylo prováděno pomocí skleněné Pasteurovy 
pipety, jejíž špička byla nad plamenem kahanu upravena do podoby kapky. Po 
přischnutí řezů k podložnímu sklu byly tyto ponechány na plotně ještě asi 2 minuty 
k „zapékání“. Následovalo orientační barvení, kdy byla na podložní skla přikápnuta 1% 
toluidinová modř. Barvení probíhalo asi 1 minutu za stálého vyhřívání podložních skel 
na laboratorní plotně. Barva byla opláchnuta destilovanou vodou, řezy byly uzavřeny do 
montovacího média DPX a ihned prohlíženy na světelném mikroskopu Olympus CX21 
při 100 násobném zvětšení. Při pozitivním nálezu na řezech byl celý bloček odevzdán 
k dalšímu zpracování do laboratoře elektronové mikroskopie. Zde byly krájeny 
ultratenké řezy o síle 70 nm na ultramikrotomu (Reichert-Jung Ultracut E), které byly 
umístěny na niklové síťky a kontrastovány 5% vodným roztokem uranylacetátu (20 
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minut) a citrátu olova (20 minut). Získané řezy byly prohlíženy transmisním 
elektronovým mikroskopem TEM JEOL 1011 při urychlovacím napětí 80 kV. 
 
4.3.3 Modifikace metody pro zpracování vzorků buněčné suspenze 
hemocytů pro TEM 
 
Buňky byly fixovány 2,5% glutaraldehydem v SSS pufru při 4°C po dobu minimálně 24 
hodin. Po nafixování byly centrifugovány 10 minut při 2250x g. (Centrifuge 5415 R, 
Eppendorf), z mikrozkumavky byla opatrně odpipetována tekutina a buňky byly zality 
do rozpuštěné 2% želatiny (Invitrogen). Následovalo okamžité centrifugování 10 minut 
při 9000x g otáčkách/min. Během centrifugování želatina ztuhla a mohla být odkrojena 
její špička obsahující nafixované buňky. Další postup zpracování vzorků byl již shodný 
s postupem při zpracovávání vzorků tkáně. Následovalo tedy postfixování oxidem 
osmičelým, odvodnění alkoholovou řadou, postupné prosycení vzorků pryskyřicí Spurr 
a nakonec polymerace pryskyřice uvnitř termostatu. Ze vzniklých bločků byly krájeny 
řezy o síle 2 µm, které byly orientačně barveny toluidinovou modří a při pozitivním 
nálezu byly odevzdány ke zhotovení ultratenkých řezů pro transmisní elektronovou 
mikroskopii do laboratoře elektronové mikroskopie. 
 
4.4 Odběr hemolymfy plžů 
 
Zástupci čeledi Lymnaeidae mají v blízkosti otvoru do plášťové dutiny takzvaný 
hemální pór, kterým můžou za určitých situací vylučovat ze svého těla hemolymfu. 
Tohoto jevu bylo využíváno při odběrech hemolymfy pro potřeby experimentů. 
Vybraný plž byl nejprve jemně osušen pomocí filtračního papíru. V poloze plže ústím 
nahoru následovalo mechanické dráždění svalnaté nohy plže kopistkou či jiným 
špičatým, ale ne ostrým nástrojem. Došlo k zatažení nohy plže a vzniklý prostor v ulitě 
byl vyplněn vypuzovanou hemolymfou, která byla odebírána pipetou do 
mikrozkumavek chlazených na ledu, případně rovnou na předčištěné podložní sklo 
Superfrost. 
 
 
38 
 
4.5 Fagocytární aktivita hemocytů 
 
Experimenty hodnotící vliv infekce trichobilharziemi na fagocytární aktivitu hemocytů 
byly prováděny in vitro za využití fluorescenčně značených myších erytrocytů. 
 
Použité chemikálie: 
- Alsieverův roztok (citrátový pufr): 
20,5 g glukózy 
4,2 g NaCl 
0,55 g kyseliny citrónové . H2O 
8 g citrátu sodného . 2H2O 
            navážené chemikálie rozmíchány v 1000 ml destilované vody 
- trisový pufr: 
150 mM NaCl 
20 mM Tris (Sigma) 
pH = 7,8 (nutno upravit na požadovanou hodnotu koncentrovanou HCl) 
- 0,1 M glycin (Sigma) v trisovém pufru 
- 1% glutaraldehyd (Sigma) v trisovém pufru 
- sterile snail saline (SSS) – složení viz výše 
- uhličitanový pufr: 
0,2 M Na2CO3                          
0,2 M NaHCO3      
pH = 9,4 
- 0,01% fluorescein-isothiokyanát (FITC, Sigma) v uhličitanovém pufru 
- 0,1% EDTA (Sigma) v SSS¯  (tj. SSS bez MgCl2 a CaCl2) 
- trypanová modř (Sigma): 5 mg/ml v SSS  
- 4% formaldehyd 
 
4.5.1 Příprava FITC značených erytrocytů 
 
Krev z jedné zdravé laboratorní myši byla odebrána do několikanásobného objemu 
citrátového pufru pro zamezení jejího srážení. Směs byla centrifugována (Centrifuge  
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5804 R, Eppendorf) 5 minut při 550x g. Tímto krokem bylo zakončené každé 
z následujících promývání erytrocytů. Následovalo promývání 4 x 5 minut v trisovém 
pufru. Dále byly erytrocyty fixovány 1% glutaraldehydem v trisovém pufru po dobu 1 
hodiny. Po dvojím promytí po 5 minutách v SSS pufru byly blokovány aldehydové 
skupiny na povrchu erytrocytů promýváním 4 x 5 minut v 0,1 M glycinu v trisovém 
pufru. Nakonec byly erytrocyty promyty 4 x 5 minut v SSS pufru a byly uskladněny 
jako 10% suspenze při teplotě 4°C. 
        Před dalším zpracováním byly erytrocyty promývány 3 x 5 minut v SSS pufru a 
jím byly také rozředěny na 1% suspenzi. Ta byla promývána 3 x 5 minut 
v uhličitanovém pufru a dále inkubována po 1 hodinu s 0,01% fluorescein-
isothiokyanátem v uhličitanovém pufru. Po promytí 4 x 5 minut v SSS byla směs 
uskladněna v 0,1% roztoku EDTA v SSS¯  při teplotě 4°C. Před každým použitím byla 
suspenze 3 x 5 minut promyta SSS pufrem.  
 
4.5.2 Inkubace hemocytů s FITC značenými erytrocyty 
         
Experiment byl prováděn s hemolymfou plžů R. lagotis, a to jak ze zdravých jedinců, 
tak z infikovaných motolicí T. regenti (patentní perioda nákazy). Délka ulity plžů 
použitých během experimentu byla v rozmezí 11-13,5 mm.  
        Hemolymfa vypuzená plžem z hemálního póru po mechanickém podráždění jeho 
svalnaté nohy byla pipetována na předčištěné podložní sklo Superfrost v objemu 30-40 
µl. Na jedno podložní sklo byly pro možnost okamžitého srovnání aplikovány vedle 
sebe vzorek z jednoho zdravého a z jednoho infikovaného plže. Podložní sklo bylo 
následně inkubováno po dobu 30 minut ve vlhké komůrce, aby nedošlo k vyschnutí 
vzorků. Během této doby došlo k adhezi hemocytů k podkladu. Přebytek hemolymfy 
s neadherovanými buňkami byl velmi opatrně Pasteurovou pipetou opláchnut SSS 
pufrem a na místo s adherovanými hemocyty bylo přidáno 40 µl roztoku s FITC 
značenými myšími erytrocyty a takto byl vzorek inkubován ve vlhké komůrce dalších 
30 minut. Během inkubace došlo k pohlcování erytrocytů hemocyty. Poté byly 
přebytečné erytrocyty opatrně opláchnuty SSS pufrem a na hemocyty byla přikápnuta 
trypanová modř, během jejíhož 10 minutového působení došlo k překrytí fluorescence u 
erytrocytů, které nebyly fagocytovány hemocyty. Nakonec byly vzorky po opláchnutí 
trypanové modři fixovány 4% formaldehydem 10 minut. Po nafixování byl formaldehyd 
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opláchnut SSS pufrem. Kapka SSS pufru byla ponechána na vzorku, který byl 
překlopen krycím sklem a vzorek byl ihned mikroskopován na inverzním 
fluorescenčním mikroskopu Olympus IX71. Při každém z pěti opakování bylo na 
přítomnost fagocytovaných erytrocytů hodnoceno 200 hemocytů. 
        Statistické vyhodnocení bylo provedeno Chí kvadrát testem pomocí kontingenční 
tabulky v programu R verze 2.11.1 (2010-05-31) (The R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria; www.R-project.org). 
 
4.6 Identifikace povrchových sacharidů hemocytů R. lagotis 
fluorescenčně značenými lektiny 
 
Experimenty in vitro hodnotící přítomnost či nepřítomnost určitých sacharidů (viz 
Tabulka 1) na povrchu hemocytů byly prováděny s využitím FITC značených lektinů a 
jejich specifických inhibitorů. 
 
Použité chemikálie: 
- trisový pufr – složení viz výše 
- lektiny (Vector Laboratories), hydrolyzát chitinu (Vector Laboratories) a další 
inhibitory viz Tabulka 1 
- pufrovaný glycerin (glycerin:trisový pufr = 1:9) 
- 4% formaldehyd 
- 0,1 M glycin v SSS pufru 
 
        Na jedno předčištěné podložní sklo Superfrost bylo napipetováno 30-40 µl 
hemolymfy zdravého plže a na totéž podložní sklo stejné množství hemolymfy z plže 
infikovaného. Sklo bylo inkubováno ve vlhké komůrce 30 minut, došlo k adhezi 
hemocytů k jeho povrchu. Zbytek hemolymfy byl opláchnut SSS pufrem a buňky byly 
fixovány 4% formaldehydem po dobu 10 minut. Následovalo 20 minut blokování 
aldehydových skupin 0,1 M glycinem v SSS pufru. Po opláchnutí SSS pufrem bylo ke 
každému vzorku hemocytů napipetováno 100 µl lektinu v trisovém pufru (koncentrace 
lektinu v trisovém pufru – 0,1 mg/ml), následovala inkubace v temnu ve vlhké komůrce 
20 minut. V případě inhibiční varianty experimentu byl v pipetované směsi kromě 
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Tabulka 1: Použité lektiny a jejich inhibitory: 
 
Lektin Původ Sacharidová specifita Inhibitor 
ConA Canavalia ensiformis Man > Glc > GlcNAc Man, Glc, MetMan 
LCA Lens culinaris Man > Glc >> GlcNAc MetMan, Man 
PSA Pisum sativum Man > Glc >> GlcNAc MetMan, Man 
STL Solanum tuberosum (GlcNAc)n hydrolyzát chitinu, GlcNAc 
WGA Triticum vulgaris (GlcNAc)n hydrolyzát chitinu, GlcNAc 
SBA Glycine max GalNAc >> Fuc GalNAc 
PNA Arachis hypogaea Gal, GalNAc Gal 
JCA Artocarpus heterophyllus Gal, GalNAc GalNAc 
BS-I Griffonia simplicifolia GalNAc Gal/GalNAc 
LTA Letus tetragonolobus Fuc Fuc 
UEA-I Ulex europaeus Fuc Fuc 
 
Použité zkratky: Man = D-manóza, Glc = D-glukóza, MetMan = methyl-α-D-
manopyranozid, GalNAc = N-acetyl-D-galaktozamin, GlcNAc = N-acetyl-D-
glukozamin, Gal = D-galaktóza, Fuc = L-fukóza 
 
 
trisového pufru a lektinu navíc ještě specifický inhibitor daného lektinu v koncentraci 
0,2 M (toto neplatí v případě inhibice hydrolyzátem chitinu, kdy byl pipetován pouze 
roztok hydrolyzátu chitinu s lektinem o koncentraci 0,1 mg/ml) a inkubace v takovém 
případě trvala 30 minut. Po inkubování byla sklíčka opláchnuta trisovým pufrem, na 
místa s přisedlými hemocyty byl kápnut pufrovaný glycerin a vzorek byl překryt krycím 
sklem. Následovalo vyhodnocení na inverzním fluorescenčním mikroskopu Olympus 
IX71. 
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4.7 Určování počtu hemocytů v hemolymfě plžů R. lagotis 
pomocí Bürkerovy počítací komůrky 
 
Použité chemikálie: 
- 0,1% EDTA v SSS¯  pufru (složení viz kapitola 4.5) 
 
        Hemolymfa odebraná z jednoho plže R. lagotis byla v množství 20 µl pipetována 
buď přímo do Bürkerovy počítací komůrky nebo do mikrozkumavky chlazené na ledu, 
kde byla následně ředěna v poměru 1:1 SSS¯  pufrem s příměsí EDTA. Po tomto ředění 
bylo 20 µl směsi pipetováno do Bürkerovy počítací komůrky. Zjišťování počtu buněk 
mikroskopováním probíhalo na mikroskopu Olympus CX21. 
 
4.8 Příprava vzorků pro měření na průtokovém cytometru 
 
Během tohoto experimentu byly pomocí průtokového cytometru LSR II (BD 
Biosciences) proměřovány populace hemocytů zdravých plžů R. lagotis a plžů stejného 
druhu infikovaných T. regenti (patentní perioda nákazy). Pro potřeby kalibrace a 
nastavení přístroje byla využívána hemolymfa s hemocyty plžů druhu Lymnaea 
stagnalis. K tomuto kroku bylo přistoupeno z důvodu malého množství hemolymfy 
získaného z jednoho jedince druhu R. lagotis a z důvodu limitace počtem plžů dané 
kapacitou využívaných chovů. 
 
Použité chemikálie: 
- Chernin’s balanced salt solution (CBSS pufr, Chernin 1970): 
47,7 mM NaCl                                            
2 mM KCl 
0,49 mM Na2HPO4 (Fluka)                                           
1,8 mM MgSO4 . 7H2O                                                 
3,6 mM CaCl2 . 2H2O 
0,59 mM NaHCO3  
5,5 mM D-glukóza (Sigma) 
3 mM trehalóza (Sigma)                                                            
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            modifikace pufru přidáním (dle Martins-Souza et al. 2008): 
50 mM citronan sodný                                                 
10 mM EDTA (Sigma) 
25 mM sacharóza (Lachema) 
pH = 7,2 
- akridininová oranž (Sigma): zásobní roztok o koncentraci 4 mg/ml v CBSS 
pufru, před použitím byl tento roztok rozředěn 1:1000 v CBSS pufru 
- propidium iodid (Sigma): 1 mg/ml 
 
        Před každým měřením na průtokovém cytometru bylo potřeba získat kontrolní 
vzorek pro nastavení přístroje. K tomuto účelu bylo do 150 µl CBSS pufru v plastové 
zkumavce přidáno 200 µl hemolymfy jednoho plže L. stagnalis, do druhé zkumavky 
bylo ke 150 µl roztoku rozředěné akridininové oranže přidáno 200 µl hemolymfy 
stejného plže, vzorky byly drženy až do doby použití na ledu. Pro malé množství 
hemolymfy získané z jednoho plže druhu R. lagotis bylo potřeba používat směsné 
vzorky získané odběrem hemolymfy více plžů tohoto druhu (konkrétní údaje viz 
kapitola 5.6). Do 150 µl roztoku ředěné akridininové oranže v plastové zkumavce na 
ledu bylo nasbíráno 200 µl hemolymfy ze zdravých plžů. Do druhé zkumavky se 
stejným objemem roztoku s akridininovou oranží bylo nasbíráno 200 µl hemolymfy 
z infikovaných plžů. Následovala inkubace na ledu a v temnu po dobu 1 hodiny. Před 
samotným měřením na průtokovém cytometru bylo pro odlišení mrtvých buněk ke 
vzorkům přidáno po 1 µl propidium iodidu a byly promíchány pomocí vortexu. 
        Stejným způsobem byly připravovány i vzorky k měření počtu buněk pomocí 
zkumavek BD Trucount Tubes (BD Biosciences) s definovaným počtem (viz kapitola 
5.6.2) kuliček. Do těchto zkumavek byly sbírány jen vzorky z plžů druhu R. lagotis.  
        Rovněž stejným způsobem byly připravovány vzorky pro pozdější rozdělení na 
dílčí populace pomocí průtokového cytometru s buněčným sorterem (BD FACS 
Vantage SE, BD Biosciences). Získané buňky byly dále zpracovány postupem 
uvedeným v kapitole 4.3.3. 
        Měření na průtokovém cytometru LSR II bylo prováděno pomocí programu FACS 
DIVA 6 (BD Biosciences) a hodnocení výsledků z obou průtokových cytometrů bylo 
prováděno pomocí programu FlowJo verze 8.3.3 (TreeStar, Inc., Ashland, Oregon, 
USA). Ke statistickému vyhodnocení byl použit program R verze 2.11.1 (2010-05-31).  
44 
 
5. Výsledky 
 
5.1 Experimentální infekce mezihostitelských plžů 
 
Během každého experimentu bylo infikováno 100 plžů a 50 dalších plžů bylo použito 
jako zdravá kontrola. Infikování probíhalo 3-5 miracidii T. regenti na jednoho plže. Byli 
infikováni plži druhů R. lagotis a R. labiata (viz Tabulka 2), infekce T. szidati nebyly 
prováděny. 
 
Tabulka 2: Experimentální infekce 
 
Druh infikovaného 
plže 
Počet živých plžů 
(6 týdnů p.i.) 
Počet plžů 
vylučujících 
cerkárie (6 týdnů 
p.i.) 
Počet živých 
kontrolních plžů 
(6 týdnů p.i.) 
R. lagotis 97 (97%) 88 (91%) 47 (94%) 
R. lagotis 81 (81%) 73 (90%) 46 (92%) 
R. lagotis 95 (95%) 92 (97%) 42 (84%) 
R. labiata 81 (81%) 72 (89%) 46 (92%) 
R. labiata 80 (80%) 71 (89%) 43 (86%) 
 
Infikovaní plži R. lagotis přežili 6 týdnů infekce průměrně v 90% případů, z nichž 
průměrně 95% vylučovalo cerkárie. U plžů R. labiata přežilo 6 týdnů infekce jen 80% 
jedinců, z nichž vylučovalo cerkárie asi 90%. Přežívání zdravých kontrolních jedinců se 
v obou případech pohybovalo kolem 90%. 
 
5.2 Hodnocení infekce plžů pomocí histologických technik 
 
5.2.1 Světelná mikroskopie 
 
Během tohoto experimentu byl hodnocen průběh infekce u kompatibilní dvojice 
parazit/mezihostitel na příkladu R. lagotis/T. regenti, ale také u nekompatibilní dvojice 
R. lagotis/T. szidati.  
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1) R. lagotis/T. regenti 
        Při prvním experimentu bylo infikováno 50 plžů běžnou infekční dávkou 
používanou při experimentálním udržování laboratorního cyklu parazitů, tedy 3-5 
miracidii (způsob infikování viz kapitola 4.2.4). Infikovaní plži byli odebíráni pro 
histologické zpracování (viz kapitola 4.3.1) po 3 jedincích v následujících časových 
intervalech: 1, 2, 3, 5, 12, 16, 20, 36, 40, 44, 60, 68, 84, 92 hodin p.i. Hodnocení 
získaných histologických preparátů barvených roztokem Wright-Giemsa na mikroskopu 
Olympus BX 51 bylo v tomto pokusu neúspěšné, infekce nebyla na  preparátech 
prokázána. 
        Při opakování experimentu bylo infikováno 30 plžů, každý 15 miracidii pro 
zvýšení úspěšnosti infekce a pravděpodobnosti jejího záchytu na histologických řezech. 
Odběr plžů probíhal po dvou jedincích ve stejných časových intervalech jako při prvním 
opakování pokusu. Preparát byl vytvořen z každého druhého řezu. Během hodnocení 
preparátů byla infekce plžů motolicemi zachycena v 11 prověřovaných časových 
intervalech ze 14, a to v následujících: 1, 2, 3, 5, 12, 16, 20, 36, 44, 60 a 92 hodin p.i. 
Ve většině případů se larva parazita nacházela v blízkosti povrchu těla plže, a to i 
v pozdějších sledovaných fázích infekce. Larva byla od okolní tkáně vždy oddělena více 
či méně širokým volným prostorem. Nebylo pozorováno, že by tkáň hostitele nebo 
samotné hemocyty byly v přímém kontaktu s povrchem parazita. 
        První hodinu p.i. (Obrázek 7A) byl na preparátu zachycen průřez miracidiem 
v tkáni hostitelského plže, a to bez přítomnosti jakékoli zánětlivé reakce. Na snímku 
nejsou patrné hemocyty. Miracidium je nepoškozené, lze v něm pozorovat zárodečné 
buňky. Situace se výrazně mění již 2. hodinu p.i. (Obrázek 7B), kdy je v okolí 
pravděpodobně již transformujícího se miracidia přítomen značný buněčný infiltrát, 
hemocyty nepravidelně obklopují miracidium v několika vrstvách; miracidium se přesto 
jeví jako neporušené. Uvnitř lze opět pozorovat zárodečné buňky a v tomto případě i 
jednu ze sekrečních žlaz. Nahromadění hemocytů v okolí tvořící se mateřské sporocysty 
bylo pozorováno ještě 16 hodin p.i. (Obrázek 7C), larva je opět bez známek poškození a 
s patrnými zárodečnými buňkami. Přibližně od 20. hodiny p.i. (Obrázek 7D) byl 
zaznamenán značný pokles počtu hemocytů přítomných v okolí parazita, již nebyly 
pozorovány souvislé vrstvy hemocytů, ale jen ojedinělá přítomnost jednotlivých buněk. 
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Obrázek 7: Průběh infekce T. regenti v tkáni R. lagotis; barvení Wright-Giemsa. 
A: Průřez larvou parazita 1 hodinu p.i., nález bez přítomnosti hemocytů. B: Průřez 
larvou parazita 2 hodiny p.i., v jejím okolí přítomen značný infiltrát hemocytů. C: 
Průřez larvami parazitů 16 hodin p.i., v okolí přítomen infiltrát hemocytů. D: Průřez 
larvou parazita 20 hodin p.i., v okolí přítomno jen několik jednotlivých hemocytů. E: 
Průřez larvou parazita 92 hodin p.i., okolí bez přítomnosti hemocytů. a – larva parazita, 
b – zárodečné buňky, c – hemocyty, d – apikální sekreční žláza  
 
 
V intervalu 44-92 hodin p.i. (Obrázek 7E) probíhal vývoj sporocysty v těle 
mezihostitele bez přítomnosti hemocytů. 
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2) R. lagotis/T. szidati 
        Histologická studie na modelu nekompatibilní dvojice parazit/mezihostitel měla 
sloužit ke srovnání průběhu infekce, konkrétně chování hemocytů v okolí larvy parazita. 
Proto byly infikovaní plži odebíráni k histologickému zpracování jen v takových 
intervalech p.i., kdy byla larva parazita v předchozím experimentu infekce na 
histologických řezech zachycena. K tomu účelu postačilo 25 plžů a každý z nich byl 
infikován 15 miracidii dle postupu v kapitole 4.2.4. Časy odběrů vzorků plžů byly 
následující: 1, 2, 3, 5, 12, 16, 20, 36, 44, 60 a 92 hodin p.i. Získaný materiál byl 
zpracován shodně jako v předchozím pokusu (postup viz kapitola 4.3.1). Každý druhý 
řez byl nabarven roztokem Wright-Giemsa, uzavřen do montovacího media a 
mikroskopován světelným mikroskopem Olympus BX 51. Infekci se v průběhu celého 
pokusu na histologických preparátech nepodařilo zachytit. 
 
5.2.2 Transmisní elektronová mikroskopie 
 
        Kontakt parazita s vnitřním obranným systémem mezihostitelského plže, konkrétně 
hemocyty, byl blíže studován prostřednictvím transmisní elektronové mikroskopie. 
Souběžně byly prováděny infekce mezihostitele R. lagotis kompatibilním parazitem  
T. regenti a infekce mezihostitele L. stagnalis nekompatibilním parazitem T. regenti.  
 
1) 1. série experimentu 
        Při tomto pokusu byly pro infikování (postup viz kapitola 4.2.4) vybráni starší plži, 
a to kvůli plně vyvinutému vnitřnímu obrannému systému. Délka ulity u zástupců R. 
lagotis byla cca 1 cm, u zástupců L. stagnalis asi 2,5 cm. Plži byli pro histologické 
zpracování (viz kapitola 4.3.2) odebírání po třech jedincích od jednoho druhu 
v intervalech 5 a 15 hodin p.i. Pro větší rozměry svalnaté nohy plžů bylo z každého 
jedince vytvořeno několik histologických bločků. Bylo prokrájeno 10 histologických 
bločků z každého odebíraného intervalu od obou druhů plžů, ale přesto nebyla na řezech 
infekce prokázána. Z důvodů velkého množství zbývajícího materiálu ke krájení a 
neúspěchu při průkazu infekce bylo přistoupeno k opakování celého experimentu 
s menšími zástupci mezihostitelských druhů plžů. 
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2) 2. série experimentu 
        Při opakování předchozího pokusu byli pro infikování zvoleni plži s délkou ulity 
0,5 cm u zástupců R. lagotis a 1,5 cm u zástupců L. stagnalis. Další postup byl totožný 
s 1. sérií pokusu. Celkem bylo v 2. sérii experimentu prokrájeno 64 histologických 
bločků, ale přesto pouze v několika málo z nich (7 bločků) byla zaznamenána 
přítomnost infekce.  
 
 
 
Obrázek 8A: Larva T. regenti ve tkáni R. lagotis 5 hodin p.i.; TEM: V okolí  larvy 
přítomny fagocytující hemocyty. a – larva parazita, b – jádra hemocytů, c – potravní 
vakuoly v cytoplasmě hemocytů obsahující mikrotubulární struktury. 
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R. lagotis/T. regenti 
        Průběh infekce byl na preparátech zachycen 5 hodin p.i. (Obrázek 8A). 
Transformující se miracidium je stejně jako na preparátech hodnocených světelnou 
mikroskopií odděleno od tkáně plže více či méně širokým volným prostorem. V jeho 
okolí lze pozorovat přítomnost několika hemocytů. Ty nevytváří žádnou organizovanou 
strukturu či souvislou vrstvu kolem larvy parazita. Nelze pozorovat ani snahu hemocytů  
mechanicky narušit povrch parazita, například pomocí pseudopodií. V cytoplasmě 
hemocytů lze pozorovat potravní vakuoly obsahující zbytky mikrotubulárních struktur, 
 
 
Obrázek 8B: Larva T. regenti ve tkáni R. lagotis 15 hodin p.i.; TEM: V okolí  larvy 
přítomny fagocytující hemocyty. a – larva parazita, b – jádra hemocytů, c – potravní 
vakuoly v cytoplasmě hemocytů obsahující mikrotubulární struktury. 
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zřejmě fagocytované ciliární destičky odvržené miracidiem po průniku do 
mezihostitele. I v dalším časovém intervalu, 15 hodin p.i., byla infekce na preparátech 
zachycena (Obrázek 8B) Situace se ovšem příliš neliší od 5. hodiny p.i. Transformující 
se  miracidium je na několika místech v těsném kontaktu s tkání mezihostitele a také 
samotné hemocyty jsou v přímém kontaktu s mikrovily na povrchu larvy parazita 
(Obrázek 8C). Mechanické poškození parazita hemocyty však nebylo pozorováno.  
 
 
 
Obrázek 8C: Detail interakce povrchu larvy T. regenti s hemocytem R. lagotis 15 
hodin p.i.; TEM. a – larva parazita, b – mikrovily na povrchu parazita, c – potravní 
vakuoly v cytoplasmě hemocytu, d – pohlcené mikrotubulární struktury uvnitř 
potravních vakuol hemocytu, ▲ – cytoplasmatická membrána hemocytu. 
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Počet hemocytů v okolí larvy je vyšší než v předchozím případě, ale jejich rozložení 
neukazuje na snahu obklopit celé tělo parazita souvislou vrstvou, enkapsulace nebyla 
prokázána. V cytoplasmě hemocytů lze často pozorovat potravní vakuoly obsahující 
struktury tvořené mikrotubuly. 
 
L. stagnalis/T. regenti 
        Hodnocení průběhu této infekce bylo obtížné. V tkáni plže byl v obou časových 
intervalech nalezen infiltrát hemocytů.  
         
 
Obrázek 9A: Larva T. regenti (horní polovina obrázku) ve tkáni L. stagnalis 5 
hodin p.i.; TEM. a – jádro zploštělého hemocytu obklopujícího destruovaný objekt, b 
– jádra hemocytů. 
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Obrázek 9B: Larva T. regenti (pravá část obrázku) ve tkáni L. stagnalis 15 hodin 
p.i.; TEM. a – jádra hemocytů uvnitř destruovaného objektu, b – jádra hemocytů 
obklopujících původce zánětu. 
 
 
        5 hodin p.i. (Obrázek 9A) můžeme pozorovat souvislou vrstvu hemocytů 
obklopujících destruovaný objekt. Počet vrstev tvořených hemocyty není stálý, vrstva 
přiléhající k domnělému miracidiu je složena z hemocytů, jejichž těla jsou velmi 
oploštělá a protáhlého tvaru. Uvnitř prostoru vymezeného vrstvou hemocytů jsou 
přítomny další hemocyty normálního tvaru s potravními vakuolami v cytoplasmě.  
        15 hodin p.i. (Obrázek 9B) je situace obdobná jako 5 hodin p.i. Cizí objekt je 
destruovaný a neidentifikovatelný. V jeho okolí je velké množství hemocytů, které 
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vytvářejí vrstvy, z nichž první, přiléhající k samotnému objektu, je tvořena oploštělými 
buňkami. Fagocytující hemocyty se nacházejí vně i uvnitř objektu. 
 
5.2.3 Ověření atraktivity plžů pro schistosomy 
 
Z důvodu nízké úspěšnosti záchytu infekce u plžů infikovaných nekompatibilní motolicí 
při hodnocení histologickými technikami bylo provedeno ověření atraktivity plžů pro 
jednotlivé schistosomy. Čtyři jedinci R. lagotis byli infikováni dávkou 10 miracidií T. 
szidati/1 plže a 4 jedinci L. stagnalis byli infikováni dávkou 10 miracidií T. regenti/1 
plže (postup infikování viz kapitola 4.2.4). Po 5 hodinách byli plži odstraněni z jamkové 
destičky a v jednotlivých jamkách byla spočítána živá i mrtvá miracidia (Tabulka 3). 
 
Tabulka 3: Atraktivita plžů pro nekompatibilní schistosomy 
 
T. szidati R. lagotis 1 R. lagotis 2 R. lagotis 3 R. lagotis 4 
živá miracidia 7 2 3 2 
mrtvá miracidia 2 0 0 0 
 
T. regenti L. stagnalis 1 L. stagnalis 2 L. stagnalis 3 L. stagnalis 4 
živá miracidia 2 0 0 0 
mrtvá miracidia 1 0 0 2 
 
U kombinace T. regenti/L. stagnalis úspěšně penetrovalo do plže průměrně 88% 
miracidií, u kombinace T. szidati/R. lagotis úspěšně penetrovalo do plže průměrně 60% 
miracidií.  
 
 
5.3 Identifikace vybraných povrchových sacharidů hemocytů 
 
Přítomnost vybraných sacharidů na cytoplasmatické membráně hemocytů ze zdravých i 
infikovaných (T. regenti, patentní perioda infekce) plžů R. lagotis byla studována 
pomocí specifické vazby fluorescenčně značených lektinů. Reakce probíhající in vitro 
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Obrázek 10: Vazba fluorescenčně značeného lektinu ConA na cytoplasmatickou 
membránu hemocytů plže R. lagotis. A: Vazba lektinu na hemocyty zdravého plže 
bez přítomnosti inhibitoru lektinu. B: Vazba lektinu na hemocyty zdravého plže 
s přítomností inhibitoru lektinu. C: Vazba lektinu na hemocyty plže infikovaného T. 
regenti (patentní perioda infekce) bez přítomnosti inhibitoru lektinu. D: Vazba lektinu 
na hemocyty plže infikovaného T. regenti (patentní perioda infekce) s přítomností 
inhibitoru lektinu. 
 
         
byla pro každý lektin opakována 5x s oběma skupinami hemocytů (postup viz kapitola 
4.6). S lektiny, které se navázaly na povrch buněk, byla reakce zopakována 5x pro obě 
skupiny hemocytů za přidání specifického inhibitoru pro daný lektin. Tím byla 
identifikována specifita/nespecifita vazby lektin-sacharid. 
        Při experimentech nebyla prokázána vazba na povrch cytoplasmatické membrány 
hemocytů u následujících lektinů: PSA, LCA, SBA, PNA, BS-1, LTA, UEA-I. 
V takových případech nebyla inhibiční verze experimentu prováděna. Vazba lektinu 
JCA na povrch hemocytů byla prokázána (Obrázky 10A, 10C), avšak přetrvávala i při 
opakování se specifickým inhibitorem (Obrázky 10B, 10D), a proto byla vazba 
vyhodnocena jako nespecifická pro hemocyty ze zdravých i infikovaných plžů. 
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Specifická vazba, kterou se podařilo během opakování experimentů inhibovat, byla 
prokázána při použití lektinu ConA, STL a WGA. Nebyly pozorovány rozdíly ve vazbě 
lektinů na povrch hemocytů ze zdravých a infikovaných plžů. Výsledky shrnuje 
Tabulka 4. 
 
 
 
 
Obrázek 11: Vazba fluorescenčně značeného lektinu JCA na cytoplasmatickou 
membránu hemocytů plže R. lagotis. A: Vazba lektinu na hemocyty zdravého plže 
bez přítomnosti inhibitoru lektinu. B: Vazba lektinu na hemocyty zdravého plže 
s přítomností inhibitoru lektinu. C: Vazba lektinu na hemocyty plže infikovaného T. 
regenti (patentní perioda infekce) bez přítomnosti inhibitoru lektinu. D: Vazba lektinu 
na hemocyty plže infikovaného T. regenti (patentní perioda infekce) s přítomností 
inhibitoru lektinu. 
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Tabulka 4: Vazba lektinů na povrch hemocytů in vitro 
 
  Reakce na povrchu hemocytů z plžů: 
Lektin Inhibitor zdravých infikovaných 
ConA - 1 1 
ConA MetMan 0 0 
STL - 1 1 
STL GlcNAc 0 0 
WGA - 1 1 
WGA GlcNAc 0 0 
JCA - 1 1 
JCA GalNAc 1 1 
PSA - 0 0 
LCA - 0 0 
SBA - 0 0 
PNA - 0 0 
BS-I - 0 0 
LTA - 0 0 
UEA-I - 0 0 
 
Vysvětlivky: 0 – negativní reakce lektinu s povrchem hemocytů, 1 – pozitivní reakce 
lektinu s povrchem hemocytů, - nebylo aplikováno 
 
 
5.4 Hodnocení fagocytární aktivity hemocytů ze zdravých a 
infikovaných plžů 
 
Experimenty in vitro srovnávající fagocytární aktivitu hemocytů ze zdravých a 
infikovaných jedinců plžů R. lagotis (T. regenti, patetní perioda infekce) byly 
prováděny v pěti opakováních (postup viz kapitola 4.5).  
        Počty fagocytujících/nefagocytujících hemocytů byly odečítány na inverzním 
fluorescenčním mikroskopu Olympus IX71 porovnáním zorného pole při běžném 
osvětlení za použití Nomarského kontrastu a při fluorescenci (Obrázek 12). Výsledky 
(Tabulka 5) naznačují, že aktivita hemocytů z infikovaných plžů je ve srovnání 
s hemocyty ze zdravých jedinců asi o polovinu nižší (Graf 1). Tyto rozdíly v aktivitě 
hemocytů byly vyhodnoceny jako statisticky významné při hladině významnosti 0,1%. 
Výsledné p-hodnoty udává Tabulka 6. 
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Obrázek 12: Způsob hodnocení aktivity hemocytů ze zdravých a infikovaných (T. 
regenti, patentní perioda infekce) plžů R. lagotis. A: Hodnocení hemocytů světelnou 
mikroskopií. B: Totéž hodnocení při použití fluorescenční mikroskopie. červené šipky 
– hemocyty obsahující fagocytované myší erytrocyty značené fluorescein-
isothiokyanátem, modré šipky – hemocyty bez fagocytovaných erytrocytů. 
      
Graf 1: Srovnání fagocytární aktivity zdravých a infikovaných plžů v 5 
opakováních. 
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Tabulka 5: Fagocytární aktivita hemocytů ze zdravých a infikovaných plžů R. 
lagotis (nákaza T. regenti, patentní perioda). 
 
opakování odebíraní plži fagocytující hemocyty 
nefagocytující 
hemocyty 
zdravý 106 (53%) 94 (47%) 
1 
infikovaný 35 (17,5%) 165 (82,5%) 
zdravý 111 (55,5%) 89 (44,5%) 
2 
infikovaný 70 (35%) 130 (65%) 
zdravý 110 (55%) 90 (45%) 
3 
infikovaný 48 (24%) 152 (76%) 
zdravý 103 (51,5%) 97 (48,5%) 
4 
infikovaný 57 (28,5%) 143 (71,5%) 
zdravý 97 (48,5%) 103 (51,5%) 
5 
infikovaný 31 (15,5%) 169 (84,5%) 
 
 
Tabulka 6: Statistické vyhodnocení významnosti rozdílů v míře fagocytózy 
hemocytů ze zdravých a infikovaných plžů R. lagotis (Chí kvadrát test). 
 
opakování 1 2 3 4 5 
p-hodnota p=1,08 . 10-13 p=3,81 . 10-5 p=2,27 . 10-10 p=2,67 . 10-6 p=1,5 . 10-12 
 
 
 
5.5 Určování počtu hemocytů pomocí Bürkerovy počítací 
komůrky 
 
V prvních opakováních experimentu byla hemolymfa plžů R. lagotis (délka ulity 8-12 
mm) ředěna SSS pufrem s příměsí EDTA a poté pipetována do Bürkerovy počítací 
komůrky (viz kapitola 4.7). Počet hemocytů v ředěné hemolymfě byl ale nedostatečný.  
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Tabulka 7: Počty hemocytů v hemolymfě plžů R. lagotis získané počítáním buněk 
v Bürkerově počítací komůrce. 
  
opakování počet buněk/ml 
1 3,58 . 105 
2 4,16 . 105 
3 1,16 . 105 
4 2,20 . 105 
5 2,01 . 105 
6 5,09 . 105 
7 2,78 . 105 
 
 
Proto bylo přistoupeno k přímé aplikaci čisté hemolymfy do Bürkerovy komůrky. 
V takovém případě byl počet hemocytů dostačující ovšem velmi často docházelo ke 
shlukování hemocytů, což znemožňovalo jejich počítání a činilo výsledky velmi 
nepřesné (Tabulka 7). Proto bylo od experimentu ustoupeno. 
 
 
5.6 Průtoková cytometrie 
 
Vzorky analyzované pomocí průtokového cytometru byly směsné vzorky hemolymfy 
získané z plžů R. lagotis (postup viz kapitoly 4.4 a 4.8). Délka ulity plžů použitých 
během experimentu se pohybovala v rozmezí 10-15 mm a pro získání požadovaného 
množství hemolymfy (200 µl) bylo potřeba odebrat 7-15 jedinců. 
 
5.6.1 Identifikace a charakterizace subpopulací hemocytů 
         
Měření na průtokovém cytometru LSR II probíhalo za využití programu DIVA. Veškeré 
získané výstupy jsou tvořené živými, jednotlivými hemocyty. Toho bylo docíleno 
odlišením mrtvých buněk pomocí barvení propidium iodidem a nastavením měřícího 
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programu DIVA. Počet naměřených událostí během jednotlivých opakování 
experimentu se pohyboval v rozmezí 5000-50000. Při měření bylo nastaveno na ose X 
bodového grafu zobrazení dat z detektoru intenzity fluorescence akridininové oranže 
(AO) a na ose Y zobrazení dat z SSC („side laser scatter“) ukazujícího míru granularity 
měřených buněk. Na základě tohoto zobrazení byly identifikovány tři hlavní 
subpopulace hemocytů v hemolymfě plžů R. lagotis (Obrázek 13). Podle vzájemného 
rozmístění na grafu byly subpopulace označeny jako AO- SSC+ (nízké hodnoty 
fluorescence AO, vysoké hodnoty granularity), AO+ SSC± (vysoké hodnoty 
fluorescence, střední hodnoty granularity), AO- SSC- (nízké hodnoty fluorescence, 
nízké hodnoty granularity). U každé ze subpopulací byly sledovány 4 parametry: její 
procentuální zastoupení v celkové populaci sledovaných buněk, velikost buněk, 
granularita buněk a intenzita fluorescence AO navázané na RNA hemocytů. Tyto 
parametry pak byly během každého z 10 měření srovnávány pro zdravé a infikované 
plže (Tabulka 8). 
 
 
Obrázek 13: Subpopulace hemocytů v hemolymfě plže R. lagotis  
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Tabulka 8: Data naměřená průtokovým cytometrem srovnávající u jednotlivých 
subpopulací hemocytů ze zdravých a infikovaných plžů zvolené parametry. 
 
AO- SSC+           
zastoupení % 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 24,96 39,41 77,18 50,07 47,38 52,67 18,3 17,2 30,1 14,5 37,177 
2 - infikovaní 41,39 29,54 68,69 48,8 49,05 49,85 34,7 24,9 38,4 9,76 39,508 
fluorescence 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 12508 12470 11700 12275 11692 12437 12017 12879 12165 13665 12381 
2 - infikovaní 12627 13124 11133 12648 13653 14040 12357 15897 12045 15127 13265 
velikost 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 117000 120000 125000 118000 80776 95949 97877 112000 133000 116000 111560 
2 - infikovaní 169000 116000 141000 121000 127000 126000 130000 133000 147000 88672 129867 
granularita 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 140000 126000 139000 139000 133000 139000 133000 148000 126000 120000 134300 
2 - infikovaní 182000 164000 145000 142000 141000 149000 140000 124000 113000 123000 142300 
            
AO+ SSC±           
zastoupení % 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 39 42,81 8,992 31,68 22,94 23,31 41,9 33 35 44,7 32,333 
2 - infikovaní 34,55 44,65 23,73 39,87 32,94 40,63 23,3 29,2 29,8 56,4 35,507 
fluorescence 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 23134 22320 20183 20197 18759 19389 22240 25975 22112 22349 21666 
2 - infikovaní 28198 26581 24073 19833 19093 19709 23735 31793 21689 27495 24220 
velikost 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 121000 78053 106000 86176 74219 95584 88845 112000 105000 116000 98288 
2 - infikovaní 140000 80531 72198 95535 117000 119000 105000 110000 119000 113000 107126 
granularita 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 142000 120000 135000 132000 126000 138000 123000 114000 108000 105000 124300 
2 - infikovaní 162000 154000 123000 129000 135000 145000 106000 97568 101000 105000 125757 
            
AO- SSC-           
zastoupení % 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 15,25 9,208 8,369 13,66 17,83 15,51 23,4 27,5 22,2 30,1 18,303 
2 - infikovaní 10,7 13,45 4,743 8,24 13,54 8,885 25,5 27,3 16,9 21,6 15,086 
fluorescence 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 7937 8667 7371 9877 9040 8646 7713 10159 10241 13520 9317,1 
2 - infikovaní 6564 8266 7478 9181 9024 9686 8094 12569 9565 13114 9354,1 
velikost 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 96784 73024 72448 72058 60408 65600 70441 74728 82016 82528 75004 
2 - infikovaní 103000 67936 73483 70411 71448 64907 82064 76352 74368 69448 75342 
granularita 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 průměr 
1 - zdraví 61451 65387 69157 71783 68800 69744 63588 63584 65830 62021 66135 
2 - infikovaní 65920 65312 65931 70112 65769 63622 65076 54566 48448 45493 61025 
 
 
Subpopulace AO- SSC+ 
        Zastoupení této subpopulace v rámci všech měření se u plžů zdravých a 
infikovaných významně neliší. Při opakováních byl zaznamenán 5x pokles počtu 
hemocytů v subpopulaci u infikovaných plžů oproti hodnotám naměřeným u zdravých 
plžů a 5x zvýšení jejich počtu. Statistické vyhodnocení neprokázalo významný rozdíl.  
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        U parametru fluorescence byl zaznamenán 7x nárůst a 3x pokles hodnot u 
infikovaných plžů oproti hodnotám ze zdravých plžů. Narůstající trend byl statisticky 
vyhodnocen jako významný při hladině významnosti 5% (p=0,032). 
        Hodnoty velikostí buněk v dané subpopulaci u infikovaných plžů během 
opakování 8x vzrostly a 2x klesly v porovnání s hodnotami ze zdravých jedinců. 
Vzrůstající trend byl statisticky významný při hladině významnosti 5% (p=0,038). 
        Hodnoty popisující granularitu buněk u infikovaných plžů oproti hodnotám ze 
zdravých plžů 8x vzrostly a 2x klesly během opakování. Naměřené rozdíly však nebyly 
statisticky vyhodnoceny jako významné. 
 
Subpopulace AO+ SSC± 
        V procentuálním zastoupení této subpopulace došlo oproti hodnotám ze vzorků 
zdravých plžů 6x ke zvýšení a 4x k poklesu u vzorků z infikovaných jedinců. 
Zaznamenané rozdíly nebyly statisticky významné. 
        Hodnoty fluorescence byly v 8 případech vyšší u vzorků z infikovaných plžů než 
ze zdravých plžů, 2x došlo k poklesu hodnot. Rozdíly byly prokázány jako statisticky 
významné při hladině významnosti 5% (p= 0,011). 
        Velikost hemocytů v této subpopulaci byla u infikovaných plžů naměřena v 7 
případech vyšší než u neinfikovaných jedinců, 3x byly naměřené hodnoty nižší. 
Statisticky nebyly naměřené rozdíly hodnot významné. 
        Hodnoty vyjadřující míru granularity byly v uvedené subpopulaci při 4 měřeních 
vyšší u infikovaných plžů než u zdravých, při 5 měřeních nižší a v jednom případě byly 
naměřené hodnoty shodné. Rozdíly nebyly shledány statisticky významné. 
 
Subpopulace AO- SSC- 
        Naměřené hodnoty procentuálního zastoupení této subpopulace při 2 měřeních 
vzrostly u vzorků z infikovaných plžů oproti vzorkům ze zdravých plžů, při 8 měřeních 
klesly. Trend snížení počtu hemocytů v této subpopulaci u infikovaných plžů byl 
vyhodnocen jako statisticky významný při 5% hladině významnosti (p=0,032). 
        Hodnoty fluorescence byly ve 4 případech naměřeny u infikovaných plžů vyšší než 
u neinfikovaných, v 6 případech byly hodnoty nižší. Rozdíly nebyly statisticky 
významné. 
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        U hodnot vyjadřujících velikost buněk došlo v 5 případech k poklesu a shodně v 5 
případech k nárůstu u infikovaných plžů oproti zdravým. Rozdíly nebyly statisticky 
významné. 
        Granularita buněk byla zaznamenána ve 2 případech vyšší ve vzorcích 
z infikovaných plžů než ve vzorcích ze zdravých plžů, v 8 případech nižší. Tento pokles 
byl prokázán jako statisticky významný při hladině významnosti 10% (p= 0,054). 
 
        Statistické vyhodnocení bylo provedeno párovým t-testem. Párový test byl zvolen 
z následujících důvodů: jednotlivá opakování experimentu byla prováděna v různé dny, 
v různou denní dobu, za různých klimatických podmínek; na využitém průtokovém 
cytometru probíhala v období získávání dat i jiná měření a servisní kontroly. 
 
5.6.2 Určování počtu hemocytů pomocí průtokové cytometrie 
 
Při měření počtu hemocytů ve vzorcích ze zdravých a infikovaných plžů R. lagotis bylo 
použito stejného nastavení přístroje i zobrazovacího programu DIVA jako při 
hodnocení subpopulací hemocytů (viz kapitola 5.6.1). Měření vzorků bylo prováděno ve 
zkumavkách BD Trucount Tubes s počtem kuliček 49219 v každé. Díky definovanému 
počtu kuliček, známému počátečnímu objemu měřeného vzorku a přístrojem určenému 
počtu kuliček v proměřeném objemu vzorku bylo možné vypočítat množství hemocytů 
na mililitr vzorku. Po korekci ředění byl získán počet živých, jednotlivých buněk v 1 ml 
směsného vzorku hemolymfy (Tabulka 9). 
 
Tabulka 9: Počty hemocytů naměřené pomocí průtokového cytometru         
  1 2 3 4 5 
zdraví plži 176215 b/ml 92964 b/ml 107538 b/ml 131934 b/ml 119826 b/ml 
infikovaní plži 174055 b/ml 59700 b/ml 138236 b/ml 142230 b/ml 103304 b/ml 
 
 
        Hodnocení naměřených hodnot neodhalilo významné rozdíly v počtu hemocytů ve 
vzorcích ze zdravých plžů oproti hodnotám ze vzorků z infikovaných plžů. Nebyl 
zjištěn jednoznačný trend ve změnách počtů buněk. 
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5.6.3 Třídění hemocytů a jejich zpracování na TEM 
 
        Vzorky ze zdravých a infikovaných plžů R. lagotis pro zpracování průtokovém 
cytometru s buněčným sorterem byly připraveny postupem uvedeným v kapitole 4.8. 
Celkem byly připraveny vzorky pro dvě opakování experimentu. Cytometr rozdělil 
každý směsný vzorek hemolymfy na dvě části, do jedné mikrozkumavky vydělil 
subpopulaci hemocytů s nízkou granularitou (SSC-), do druhé mikrozkumavky 
subpopulaci s vysokou granularitou (SSC+); konkrétní počty buněk uvádí tabulka 10. 
 
Tabulka 10: Počty buněk v subpopulacích hemocytů s nízkou granularitou (SSC-) 
a vysokou granularitou (SSC+) získané po třídění na průtokovém cytometru. 
1 2   
  
SSC- SSC+ SSC- SSC+ 
zdraví plži 4600 b. 600 b. 8300 b. 1000 b. 
infikovaní plži 2700 b. 1000 b. 8000 b. 1700 b. 
 
 
        Získané buňky byly následně zpracovány pro histologické vyhodnocení na TEM 
(viz kapitola 4.3.3). Na zhotovených polotenkých řezech nebyla zachycena přítomnost 
buněk, proto nebyly vzorky odeslány k přípravě ultratenkých řezů, vhodných 
k prohlížení na transmisním elektronovém mikroskopu. 
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6. Diskuze 
 
6.1 Histologické hodnocení infekce plžů trichobilharziemi 
 
Původním záměrem bylo srovnání buněčné obranné reakce plžů na nákazu 
kompatibilním a nekompatibilním parazitem. V první fázi experimentů bylo infikováno 
50 plžů R. lagotis o velikosti 3-5 mm jejich specifickým parazitem T. regenti, konkrétně 
každý plž 3-5 miracidii. Taková infekční dávka je běžně v našich laboratořích 
používána pro udržení životního cyklu schistosom. Vzorky plžů byly odebírány 
v časových intervalech p.i. (viz kapitola 5.2.1), které je nutno brát s tolerancí ± 5 hodin, 
a to z důvodu ponechání plžů v přítomnosti miracidií po dobu právě 5 hodin, po kterých 
bylo započato odpočítávání hodin p.i. Nelze říci, zda došlo k penetraci plže miracidiem 
již v prvních okamžicích expozice nebo až po několika hodinách. Konkrétní důsledky 
tohoto faktu budou diskutovány dále u jednotlivých experimentů. Během 
vyhodnocování pomocí světelné mikroskopie nebyla na žádném z preparátů zachycena 
přítomnost infekce. Možných příčin je několik, např. nezkušenost experimentátora. 
Dalším možným důvodem jsou ztráty při zhotovování řezů a trvalých preparátů, kdy 
docházelo k rolování a třepení řezů při jejich krájení. V ojedinělých případech došlo 
tímto způsobem ke ztrátě značného množství tkáně, které mohlo odpovídat velikostí 
sporocystě parazita. Nepodařilo se také každý kvalitní řez úspěšně přenést na podložní 
sklo. Během infikování také nemuselo dojít k penetraci plžů miracidii. Tato možnost 
nebyla u zkoumaných vzorků prověřena, nicméně naše výsledky ukazují, že úspěšnost 
infekce v rámci této dvojice parazit-mezihostitel dosahuje 90%, proto není tato 
možnost, vzhledem k množství vzorků, považována za příliš relevantní. 
        Pro zvýšení pravděpodobnosti záchytu infekce byl experiment zopakován s vyšší 
infekční dávkou, a to 15 miracidii na jednoho plže. Tentokrát se podařilo úspěšně 
zachytit infekci, která byla po určitou dobu (viz kapitola 5.2.1) doprovázena významnou 
infiltrací hemocytů do okolí sporocysty, přestože se jednalo o kompatibilní dvojici 
parazit-mezihostitel. S přihlédnutím k rozptylu časových intervalů p.i. (viz výše) lze 
říci, že v intervalu 1.-6. hodina p.i. nelze ještě pozorovat v okolí parazita přítomnost 
hemocytů, následně jsou nejvíce přítomny v okolí larvy do 16.-21. hodiny p.i., později 
následuje pokles množství hemocytů a od 44.-49. hodiny p.i. již nebyly hemocyty 
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pozorovány vůbec. Mezi vrstvou hemocytů a samotnou larvou byl pozorován ve všech 
případech volný prostor. Jen několikrát byla sporocysta částečně v těsném kontaktu 
s hemocyty. Možným důvodem přítomnosti volného prostoru mezi larvou a tkání 
parazita jsou změny v proporcích tkání způsobené histologický zpracováním (fixace, 
odvodňování). Je nepravděpodobné, že by si larva kolem sebe aktivně vytvářela volný 
prostor. Získané výsledky jsou v rozporu s pozorováním Trefila (2000), který při svých 
experimentech s plži R. peregra infikovanými kompatibilní T. regenti nepozoroval 
v intervalu 15 hodin p.i. v okolí sporocysty přítomnost hemocytů. Jelikož však 
neprováděl pozorování v jiných časových intervalech, je možné, že případná přítomnost 
hemocytů v dřívějších fázích infekce unikla jeho pozornosti. Autor neuvádí, zda bylo 
v daném případě prověřeno množství penetrujících miracidií. Námi získané výsledky se 
shodují s pozorováním infekce vnímavého kmene plžů B. glabrata motolicemi S. 
mansoni in vitro (Bayne a kol. 1980a; Bayne a kol. 1980b), při kterých došlo 
k enkapsulaci sporocysty, ale ne k jejímu usmrcení. Výskyt hemocytů v okolí larvy 
kompatibilního parazita je pravděpodobně způsoben odvrženými ciliárními destičkami 
penetrujícího miracidia, které jsou silně antigenní. Kolem larvy nebyla pozorována 
několikavrstevná souvislá struktura tvořená hemocyty, jak je enkapsulace běžně 
popisována. To by nasvědčovalo faktu, že i pokud došlo k těsnému kontaktu hemocytu 
s povrchem parazita, nebyl hemocytem rozpoznán jako cizí patogenní částice. Příčinou 
by mohlo být časné uplatnění únikových strategií parazita (kapitola 3.4).  
        Experiment byl prováděn i s plži R. lagotis infikovanými nekompatibilní motolicí 
T. szidati, kdy byl každý z 25 plžů infikován 15 miracidii. Na histologických 
preparátech zhotovených v této variantě experimentu nebyla infekce zachycena, a to ani 
v jediném případě. Další opakování nebylo z důvodů časové náročnosti experimentu 
prováděno. Příčinou neúspěchu mohou být např. ztráty při zhotovování trvalých 
preparátů. Infikovaná tkáň se může svým vzhledem značně lišit od situace 
v kompatibilním hostiteli. V rezistentním hostiteli dochází k rychlé enkapsulaci 
sporocysty, jak bylo pozorováno u rezistentního kmene B. glabrata infikovaného S. 
mansoni (Loker a Bayne 1986; Lie a kol. 1987). Obranná reakce plže může být natolik 
silná, že již 24 hodin p.i. byla pozorována destrukce tegumentu sporocysty a po dalších 
24 hodinách byly přítomny již jen zbytky larvy parazita (Loker a kol. 1982). Rychlost 
eliminace parazita obranným systémem plže není ovšem taková, aby nebyla 
v pozorovaných časových intervalech p.i. vůbec zachycena. U nekompatibilní dvojice 
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parazit-mezihostitel by spíše mohla být příčinou i neschopnost či neochota miracidia 
penetrovat do plže. To nebylo po expozici plžů miracidiím v tomto pokusu ověřeno. 
Nicméně později bylo provedeno orientační testování schopnosti miracidií penetrovat 
do nekompatibilního plže (88% a 60% úspěšnost miracidií, viz kapitola 5.2.3), jehož 
výsledky tuto teorii nepodporují. Stejně tak proti hovoří i výsledky Trefila (2000), 
kterému se podařilo na histologických preparátech zachytit infekci plžů L. stagnalis 
nekompatibilní motolicí T. regenti. 
        Kontakt parazita s hemocyty byl dále detailněji studován na transmisním 
elektronovém mikroskopu. Pro infikování jsou běžně vybíráni juvenilní jedinci plžů, 
protože mají méně vyzrálý vnitřní obranný systém, a proto jsou k infekci tolerantnější i 
méně vnímaví jedinci (Dikkeboom a kol. 1985, Loker a kol. 1987). Cílem našeho 
pozorování byla ale opět buněčná obranná reakce plžů, a proto byli pro infikování 15 
miracidii zvoleni větší/starší plži s již plně vyvinutým vnitřním obranným systémem. To 
ovšem vedlo k nutnosti vytvořit z jednoho plže více histologických bločků. Výsledkem 
bylo značné množství materiálu ke zpracování. Bylo prokrájeno 10 histologických 
bločků pro obě kombinace parazit-mezihostitel v obou časových intervalech, celkem 
tedy 40 bločků. Infekce však nebyla na řezech zachycena. Proto bylo ustoupeno od 
zpracování zbývajícího materiálu a experiment byl zopakován s plži osvědčené velikosti 
(5 mm pro R. lagotis, 15 mm pro L. stagnalis). Na preparátech z plže infikovaného 
kompatibilní motolicí (R. lagotis/T. regenti) byla v obou časových intervalech (5 a 15 
hodin p.i.) pozorována přítomnost hemocytů v okolí parazita. Stejně jako v předchozích 
experimentech vyhodnocovaných světelnou mikroskopií, i zde nedocházelo k vytvoření 
souvislých vrstev hemocytů kolem sporocysty, jednalo se spíše o shluky buněk 
v různých místech při povrchu sporocysty. Teorii o přilákání hemocytů odvrženými 
ciliárními destičkami miracidia potvrzuje častá přítomnost potravních vakuol uvnitř 
hemocytů, které obsahovaly velké množství mikrotubulárních struktur, s největší 
pravděpodobností právě zbytky ciliárních destiček. Nový povrch sporocyst vzniklý 
expanzí mezibuněčných valů evidentně není v kompatibilním hostiteli pro jeho 
hemocyty antigenně zajímavý. Přestože byl pozorován na několika místech těsný 
kontakt hemocytů s mikrovily na povrchu sporocysty, nedocházelo k žádné snaze 
hemocytů pronikat, např. prostřednictvím pseudopodií, do tegumentu larvy.  
        Vyhodnocení preparátů z plžů infikovaných nekompatibilním parazitem (L. 
stagnalis/T. regenti) bylo komplikovanější. V tkáni plže byla v obou časových 
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intervalech (5 a 15 hodin p.i.) objevena ložiska obklopená vrstvou hemocytů. Ta byla 
však v obou případech již značně destruovaná a obsahovala hemocyty i ve svém středu. 
Kvůli stupni degradace tkáně nelze s jistotou určit původce obranné reakce plžů, 
nicméně ve prospěch T. regenti lze uvést trojici faktů: 1) infikovaní plži pocházeli 
z laboratorních chovů, tudíž by měli být prosti jakýchkoli jiných infekcí; 2) velikostí 
odpovídal destruovaný objekt sporocystám pozorovaným v kompatibilním plži a 3) 
výše zmíněné experimenty prověřující schopnost miracidií penetrovat do 
nekompatibilního plže byly úspěšné. Hemocyty vytvářely kolem objektu jedno- 
maximálně dvouvrstvou celistvější strukturu, tvořenou protáhlými, zploštělými 
buňkami. To neodpovídá pozorováním, při kterých byla injikovaná sefarózová kulička 
v plži L. stagnalis obklopena čtyřmi vrstvami hemocytů (van der Knaap a kol. 1993), 
ani pozorováním z rezistentního kmene plžů B. glabrata infikovaných nekompatibilní S. 
mansoni, kdy byla v době 7,5 hodiny p.i. kolem sporocysty enkapsulace tvořená až 15 
vrstvami hemocytů a tegument sporocysty nebyl porušen (Loker a kol. 1982). Nižší 
počet vrstev hemocytů v našem pozorování by mohl být způsoben rychlejší imunitní 
odpovědí plžů. S přihlédnutím k možnému časovému posunu intervalů p.i., byla v době 
5.-10. hodiny p.i. předpokládaná sporocysta bez známek přítomnosti povrchového 
tegumentu či jiných vnitřních struktur organismu. To by byl rychlejší postup eliminace 
parazita i v porovnání s pozorováním Lokera a kol. (1982), kteří sledovali dezintegraci 
tegumentu až po 24 hodinách p.i. Ze zmíněných údajů by se dalo odvodit, že eliminace 
infekce nespecifickou schistosomou probíhá u různých druhů mezihostitelských plžů 
s různou rychlostí a intenzitou. Možná jsou dalším ovlivňujícím faktorem i rozdílné 
podmínky v chovech plžů. 
 
 
6.2 Fagocytární aktivita hemocytů 
 
Aktivita fagocytujících hemocytů byla srovnávána u zdravých plžů R. lagotis a plžů 
stejného druhu infikovaných kompatibilní schistosomou T. regenti (patentní perioda 
infekce). Experiment prokázal statisticky významný pokles aktivity hemocytů 
z infikovaných plžů asi na polovinu úrovně aktivity hemocytů ze zdravých plžů. Nižší 
aktivita hemocytů z infikovaných plžů v patentní periodě ve srovnání s kontrolními 
zdravými plži byla pozorována i u L. stagnalis infikovaných kompatibilní motolicí T. 
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ocellata (= T. szidati; Rudolfová a kol. 2005) (van der Knaap a kol. 1987); autoři 
uvádějí možné vysvětlení situace poklesu aktivity hemocytů saturací jejich povrchových 
receptorů rozpustnými látkami uvolňovanými parazitem. Tuto hypotézu dokládají 
pozorovaným zvýšeným počtem hemocytů snažících se zřejmě eliminovat látky 
produkované parazitem. Pokud přijmeme tuto hypotézu, pak se můžeme domnívat, že 
parazit produkuje zmíněné látky, pravděpodobně ES produkty, záměrně právě s cílem 
suprimovat buněčnou odpověď hostitele. Pokles aktivity hemocytů z infikovaných plžů 
v patentní periodě nákazy oproti hemocytům z plžů neinfikovaných byl pozorován také 
u L. stagnalis infikovaných kompatibilní motolicí Diplostomum spathaceum (Riley a 
Chappell 1992). 
 
6.3 Charakterizace subpopulací hemocytů plžů R. lagotis 
 
Experimenty snažící se o charakterizaci populace nebo případných subpopulací 
hemocytů plžů na základě různých parametrů byly prováděny na různých druzích plžů 
s rozdílnými výsledky. U plže Planorbarius corneus byly identifikovány dvě 
subpopulace (Ottaviani a Franchini 1988), stejně tak u plže L. stagnalis (Dikkeboom a 
kol. 1984). U B. glabrata byly identifikovány subpopulace tři (Matricon-Gondran a 
Letocart 1999) i dvě (Johnston a Yoshino 2001). Pravděpodobně se však jedná pouze o 
různě diferencované buňky jedné buněčné linie. 
        Hemolymfa plže R. lagotis byla analyzována pomocí průtokového cytometru a v ní 
obsažené hemocyty byly vyhodnoceny jako heterogenní populace jednoho druhu buněk, 
mezi kterými lze pomocí sledovaných parametrů rozlišit tři různá vývojová stadia 
(subpopulace) buněk. Ty od sebe nejsou ostře odděleny, naopak dochází k jejich 
plynulému propojení vyvíjejícími se hemocyty. Každá subpopulace byla sledována na 
vzorcích získaných ze zdravých plžů a srovnávána se vzorky získanými z plžů 
infikovaných kompatibilní ptačí schistosomou T. regenti (patentní perioda nákazy).  
        Subpopulace AO- SSC- představuje nejméně diferencované buňky nejmenších 
rozměrů. U infikovaných plžů byl v porovnání se zdravými prokázán významný pokles 
počtu buněk v této subpopulaci a zároveň pokles granularity. To by mohlo naznačovat, 
že se buňky z této subpopulace diferencovaly, a tím pádem přesunuly do jiných 
subpopulací, a že IDS infikovaného plže je obecně na vyšším stupni aktivace, která 
ovšem v důsledku není namířena proti samotnému parazitovi pravděpodobně díky jeho 
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únikovým strategiím. Jiným možným vysvětlením poklesu počtu buněk u infikovaných 
plžů je suprese tvorby nových hemocytů vlivem parazita. K poklesu počtu buněk v dané 
subpopulaci by pak docházelo postupným dozráváním buněk. Vezmeme-li v potaz i 
klesající granularitu buněk, mohlo by naopak docházet k jejich zvýšené proliferaci a 
rychlejšímu růstu. Připustíme-li, že hemocyty během diferenciace investují nejprve do 
růstu buňky a až následně do tvorby granul, mohly by se hemocyty přesouvat do jiných 
subpopulací v důsledku svého růstu i přesto, že by měly vytvořeno ještě malé množství 
granul. Tuto teorii by podporovala pozorování, prokazující schopnost mitotického 
dělení i u málo diferencovaných hemocytů (Dikkeboom a kol. 1984) a zvýšení této 
aktivity při infekci motolicemi (van der Knaap a kol. 1987). Naopak proti by hovořila 
data získaná v 5. týdnu p.i. (Dikkeboom a kol. 1984), pokud by tento stav přetrvával i 
do další fáze infekce. V 5. týdnu p.i., v přítomnosti mateřské a dceřiné sporocysty, 
nebyla pozorována mitotická aktivita hemocytů. 
        Subpopulace AO+ SSC± představuje středně diferencované buňky, které jsou 
oproti předchozí subpopulaci větší, mají vyšší granularitu i množství RNA. Zdá se, že 
v této subpopulaci dochází u infikovaných plžů ve srovnání se zdravými, zdá se, 
k nárůstu velikosti buněk a ke zvýšení množství RNA, které bylo prokázáno statisticky. 
U infikovaných plžů jsou tedy tyto buňky pravděpodobně vyzrálejší, ovšem vzhledem 
k neměnícím se hodnotám granularity a rostoucí velikosti buněk jde asi biosyntéza ve 
prospěch jejich růstu. Možným vysvětlením by také mohla být časná fáze přípravy 
buněk na dělení, v pozdější fázi by se s dělením buněčných kompartmentů dala 
očekávat i zvýšená granularita. S ohledem na počet buněk se subpopulace nemění, 
pravděpodobně dochází ke srovnatelným přírůstkům ze subpopulace méně vyzrálých 
buněk a přesunům do subpopulace s nejvyzrálejšími buňkami. 
        V subpopulaci AO- SSC+ jsou soustředěny nejvíce diferencované buňky, jsou tedy 
největší a s nejvyšší granularitou. V hemolymfě infikovaných plžů bylo ve srovnání se 
zdravými plži prokázáno u těchto buněk zvýšení hladiny RNA, granularity i zvětšení 
objemu. V tomto případě je tedy biosyntéza investována do růstu buňky i tvorby nových 
granul.  
        Celkově by se dalo ze zmíněných výsledků shrnout, že u infikovaných plžů jsou ve 
srovnání se zdravými plži hemocyty větší, více diferencované s větším obsahem granul, 
tedy zřejmě aktivnější či více připravené na případnou přítomnost infekčního agens. To 
by však odporovalo výsledkům charakterizujícím míru aktivity hemocytů. Možným 
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vysvětlením je samotná přítomnost parazita v těle plže. Po penetraci miracidia dochází 
k aktivaci hemocytů odvrženými ciliárními destičkami a poškozenou tkání plže. 
Různými strategiemi úniku parazita před obrannou reakcí hostitele dochází ke ztrátě 
primárního cíle pro obrannou reakci a dal by se očekávat opětovný pokles aktivity 
hemocytů. Nicméně larva během svého vývoje produkuje do tkáně plže nejrůznější 
látky a zároveň jím migruje, a tím poškozuje jeho tělo. Tím pravděpodobně dochází 
k dalším stimulacím hemocytů a ke kontinuálnímu udržování jejich „stavu bdělosti“. 
Parazit si tak velmi pravděpodobně nezáměrně zajišťuje vhodné prostředí pro vývoj bez 
dalších patogenů uvnitř plže. Dá se předpokládat, že pokud by došlo k infekci jiným 
patogenem, byl by aktivovaným obranným systémem rychle eliminován. 
        Během tohoto experimentu se podařilo i statisticky prokázat změny jen určitých 
sledovaných parametrů daných subpopulací. Možným důvodem je malý počet 
opakování pro potřeby statistických analýz. Průtoková cytometrie se však zdá být velmi 
užitečnou metodou přinášející množství informací. Na studovaném modelu by jistě bylo 
vhodné v podobných experimentech pokračovat za využití např. monoklonálních 
protilátek, které již byly jinými autory k charakterizaci buněčných subpopulací 
hemocytů rovněž využity. 
         
6.4 Identifikace povrchových sacharidů hemocytů plžů R. lagotis 
 
Lektiny jsou proteiny neenzymové povahy, které se vážou na charakteristické 
sacharidové epitopy. Vazba lektinu na tkáň/buňky může být specifická či nespecifická. 
Specifitu vazby lze určit pomocí inhibitoru charakteristického pro daný lektin. Těchto 
vlastností bylo využito k určení přítomnosti některých sacharidů na cytoplasmatické 
membráně hemocytů a ke zjištění případných odlišností ve výskytu těchto sacharidů na 
povrchu hemocytů ze zdravých plžů R. lagotis a z jedinců téhož druhu infikovaných T. 
regenti (patentní perioda nákazy). Vyhodnocení tohoto experimentu pomocí 
fluorescenčního mikroskopu bylo umožněno použitím lektinů s navázaným 
fluorochromem fluorescein-isothiokyanátem. Byla prokázána specifická vazba lektinů 
ConA, STL a WGA na povrch hemocytů, přičemž rozdíl mezi hemocyty ze zdravých a 
infikovaných plžů nebyl pozorován. Z hlediska monosacharidů má lektin ConA nejvyšší 
afinitu vazby k D-manóze, slabší afinitu vazby k D-glukóze a slabou afinitu k vazbě na 
N-acetyl-D-glukozamin. Lektiny STL a WGA se shodně vážou na N-acetyl-D-
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glukozamin. Dá se tedy předpokládat, že na povrchové membráně hemocytů plže R. 
lagotis jsou často zastoupeny sacharidy či glykosylované peptidy a lipidy s koncově 
umístěnou D-manózou, D-glukózou a N-acetyl-D-glukozaminem. Tyto často se 
opakující sacharidové struktury na povrchu hemocytů by mohly sloužit k vazbě na 
lektiny fungující jako opsoniny či aglutininy a tak zprostředkovávat rozpoznávání cizích 
částic. Jinou možnou funkcí je například propojení a navázání vzájemné komunikace 
hemocytů přes lektinové receptory rozpoznávající identifikované sacharidové struktury.  
Povrch hemocytů plžů L. stagnalis je také specificky rozpoznáván lektinem WGA, ale 
není rozpoznáván lektinem ConA (Harris a kol. 1992). Naopak Dikkeboom a kol. 
(1988) specifickou vazbu lektinu ConA na povrch hemocytů L. stagnalis prokázali. 
Výsledky těchto autorů se pravděpodobně liší z důvodu jejich rozdílných metodických 
přístupů. Specifická vazba lektinu ConA na povrch hemocytů byla prokázána i u plžů B. 
glabrata (Yoshino 1981).  
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7. Závěr 
 
U vybraných plžů z čeledi Lymnaeidae infikovaných larvami ptačích schistosom rodu 
Trichobilharzia byla in situ charakterizována buněčná obranná reakce proti parazitům. 
- U kompatibilní dvojice R. lagotis/T. regenti byly v počátečních fázích 
infekce (2-16 hodin p.i.) larvy obklopeny buněčným infiltrátem 
hemocytů, jejichž počet  postupně klesal až do úplného vymizení 
hemocytů z okolí larvy parazita (od 44 hodin p.i.). TEM prokázala, že 
hemocyty v infiltrátu neútočí na sporocysty; byly pozorovány pouze 
fagocytované ciliární destičky parazita. 
- U nekompatibilní dvojice L. stagnalis/T. regenti byl v TEM pozorován 
objekt (pravděpodobně larva T. regenti) destruovaný obrannou reakcí 
hostitele (enkapsulace hemocyty). 
 
Hemocyty  zdravých plžů R. lagotis byly srovnávány s hemocyty  plžů R. lagotis 
infikovaných schistosomou T. regenti (patentní perioda nákazy).  
- Fluorescenčně značené lektiny neprokázaly rozdíly v povrchové 
glykosylaci uvedených typů hemocytů, přičemž k povrchu hemocytů se 
vázaly tři lektiny - ConA, STL a WGA.  
- U hemocytů z infikovaných plžů byla zaznamenána o polovinu nižší 
fagocytární aktivita než u hemocytů ze zdravých plžů. 
- V heterogenní populaci hemocytů byly dle  sledovaných parametrů 
(množství RNA, velikost buněk, granularita buněk) identifikovány tři 
subpopulace, jejichž zastoupení je u hemolymfy infikovaných a zdravých 
plžů odlišné. Hemocyty z infikovaných plžů jsou více diferencované a 
vyzrálejší (buňky jsou větší, s vyšším počtem granul a vyšší hladinou 
RNA). Jednotlivé subpopulace pravděpodobně představují jen různá 
stadia diferenciace jedné buněčné linie. 
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